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RESUMO 


A biomassa microalgal é multifuncional à industrialização de biocombustíveis, alimentos 
funcionais e químicos finos. Colhê-la e processá-la, para extração de carboidratos, lipídeos e, 
ou, proteínas, é, todavia, oneroso. Hiperacumuladores de materiais graxos, modos e sistemas 
de cultivo, métodos de colheita de biomassa e extração de lipídeos, e qualidade de biodiesel 
de terceira-geração são, portanto, os tópicos deste livro. Microalgas crescem, autotrófica, 
heterotrófica e, ou, mixotroficamente, em habitats diversos. A produtividade de biodiesel de 
autótrofos, heterótrofos e mixotróficos, em fotobioreatores, tubulares verticais e horizontais 
e planos, é, respectivamente: 10-250, 80-7400 e 90-250 mg L* d?. Os principais filos de 
hiperacumuladores de lipídeos são: Bacillariophyta, Charophyta, Chlorophyta e Ochrophyta. 
As espécies de Chlorella sp., C. vulgaris, C. saccharophila, C. minutissima, C. sorokiniana, 
C. ellipsoidea, C. zofingiensis, C. pyrenoidosa e C. protothecoides, são excelentes opções à 
biorrefinaria. Condições de estresse, principalmente, controle de disponibilidade de nutrientes, 
induzem síntese de lipídeos. Privação nitrogenada, especificamente, altera dinâmica de 
carbono e, consequentemente, condicionam a célula ao anabolismo de lipídeos, ao invés 
de proteínas e carboidratos, concentrando-os. Colheita de biomassa e extração de lipídeos 
são dispendiosos, economicamente, e prejudiciais ao meio ambiente e qualidade de vida 
social, pois, eventualmente, emitem substâncias tóxicas. Há, portanto, urgência em otimizá- 
los e torná-los sustentáveis. Propostas à centrifugação e solventes orgânicos, regulares em 
escala industrial, incluem, respectivamente: floculação, filtração, flotação, sedimentação 
e imobilização; e transesterificação in situ, líquidos iônicos e supercríticos. O biodiesel 
microalgal é, preferencialmente, sintetizado por transesterificação alcalina. A qualidade de 
produto é, essencialmente, influenciada pelo perfil de ácidos graxos: as cadeias carbônicas, 
C, e C, saturadas e insaturadas, possibilitam valores de cetanagem, saponificação, 
viscosidade cinemática, densidade e ponto de fulgor ou inflamação de 47-57, 198,9-199 
mg KOH g”, 3-5,6 mm? s”, 0,86-0,96 g cmº e 110-155 ºC, respectivamente, aceitáveis ao 
mercado global. 

PALAVRAS-CHAVE: Biocombustível 3G, centrifugação; Chlorella sp., lagoas superficiais 
amplas; fotobioreatores. 





ABSTRACT 


TECHNOLOGY OF MICROALGAL BIODIESEL 


(Micro)algal biomass is suitable for biofuels, functional food and fine chemicals. However, its 
harvesting and processing for recovery of carbohydrates, lipids and proteins make total cost 
of production expensive. Oil-hyperacumulating species, cultures and systems of cultivation, 
methods of harvesting and extraction of lipids, and quality of product are accordingly the 
topics of this e-book. Microalgae can be autotroph, heterotroph and mixotroph for their habit 
of growth and development. Producvity of biodiesel by culturing autotroph, heterotroph and 
mixotroph in photobioreactors, whether horizontal and vertical tubular and flat panel, is 10- 
250, 80-7400 and 90-250 mg L” d'!, respectively. Bacillariophyta, Charophyta, Chlorophyta, 
and Ochrophyta, sound as the main phyla of oily-hyperacumulating microalgae. The species 
of Chlorella sp., C. vulgaris, C. saccharophila, C. minutissima, C. sorokiniana, C. ellipsoidea, 
C. zofingensis, C. pyrenoidosa, and C. protothecoides, are all great options to biorefinery. 
Stresses, such as the control of availability of nutrients, induce synthesis of lipid by microalgae. 
Much of species under starvation of nitrogen rather produce lipids, than store carbohydrates 
and proteins. The tasks of harvesting and processing of oily matter can be expensive, and 
detrimental to the environment and society. Development of strategies to ensure these 
processes are sustainable is, therefore, an urgent matter. Flocculation, filtration and flotation 
are the eventual replacements for the centifugation; while the transesterification in situ, ionic 
and supercritical liquids are substitutes to organic solvents, which are regular on an industrial 
scale. The main pathway of making third-generation biodiesel is transesterification. The 
product's quality depends on the profile of faity acids. The carbon chains, C,, and C,,, enable 
the microalgal biodiesel to values of cetane, saponification, cinematic viscosity, density, and 
flashing point of 47-57, 198.9-199 mg KOH g”, 3-5.6 mm? s”, 0.86-0.96 g cm, and 110-155 
ºC, respectively. These properties are acceptable at the global market. 

KEYWORDS: 3G biofuel; centrifugation; Chlorella sp.; open raceway ponds; photobioreactors. 


INTRODUÇÃO 


BIOLOGIA E ECOLOGIA 


Microalgas são organismos fitoplanctônicos unicelulares, ou coloniais, 
predominantemente, fotossintéticos: os pigmentos, astaxantina, carotenoide, clorofila, 
ficobilinaeficocianina, típico em cianofícease, eventualmente, rodofíceas, são indispensáveis 
à autotrofia e, oportunamente, categorização fenotípica e aplicação biotecnológica. Embora 
a maioria das espécies catalogadas, cientificamente, seja fotoautotrófica, há indivíduos 
heterotróficos, caracterizados pela habilidade inata de converter carbono orgânico em 
energia metabólica funcional à síntese de moléculas essenciais à bioquímica, fisiologia e 
resistência genética antimicrobiana (SINGH; SINGH, 2014). 


As classes taxonômicas, bacilariofícea, cianofícea, clorofícea, crisofícea, feofícea e 
rodofícea, representadas por diatomáceas, cianobactérias, e microalgas verdes, douradas, 
marrons e vermelhas, respectivamente, importantes, ecológica e economicamente, 
habitam inestimáveis ecossistemas aquáticos naturais, dulcícolas e marinhos; 
existem, inusitadamente, colonizadores edáficos, cavernícolas, rupícolas, desérticos 
e termotolerantes. Biodiversidade e irrestrita adaptabilidade fisiográfica possibilitam 
exploração comercial em sistema de lagoas superficiais amplas e, ou, fotobioreatores, 
indoor ou outdoor (GHIMIRE et al., 2017; GUPTA; LEE; CHOI, 2015; MUBARAK; SHAIJA; 
SUCHITHRA, 2015; SINGH; SINGH, 2014). 


ASPECTOS: AMBIENTAIS, SOCIAIS E ECONÔMICOS 


Generalidades 


Matrizes energéticas integradas, majoritariamente, por recursos exauríveis são 
insustentáveis. Bicombustíveis de terceira geração (Figura 1) são, portanto, promessas 
ao petróleo, gás natural e carvão mineral, ofensivos à qualidade de vida social e meio 
ambiente. Complementarmente ao inigualável potencial de produção de biodiesel, 
bioetanol, biohidrogênio e biogás, microalgas sintetizam ácidos graxos de cadeia longa, 
antibióticos, aminoácidos, esteróis e pigmentos, bioprodutos valorizados pelas indústrias: 
alimentícia, farmacêutica, cosmética e têxtil. Aexploração culinária de biomassa desidratada 
é realidade em países europeus; biopolímeros, químicos finos, estabilizantes, espessantes, 
blocos construtores, biolubrificantes, biofertilizantes etc. prolongam a invejável lista de 
pluralidades econômicas oferecidas pela biorrefinaria de microalga (RAMESH KUMAR et 
al. 2018; SINGH; SINGH, 2014; YEN et al., 2013; ZHANG et al., 2018). 
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Figura 1. Categorias de biocombustíveis 





Fonte: Elaborado pelo autor. 


O biodiesel de microalga é atóxico, biodegradável e neutro à emissão de particulados 
sulforosos, candidatando-se, portanto, à substituição gradativa de diesel mineral, derivado 
de indústria petroquímica, degradante ao meio ambiente. Incomparáveis capacidade 
de ficoremediação de sítios contaminados por metais pesados e, ou, hidrocarbonetos 
aromáticos policíclicos, eficiência fotossintética de biofixação de dióxido de carbono 
(CO,) atmosférico e aplicabilidade à reciclagem de gás de combustão são benefícios 
complementares de ficologia à natureza, sociedade e economia (CHAUDHARY et al., 
2014; MOHD-SAHIB et al., 2017; SINGH; SINGH, 2014; VELJKOVIC; BANKOVIÓ-ILIG; 
STAMENKOVIG, 2015). 


Biofixação de CO, 

Extração e consumo irracionais de recursos fósseis, principalmente, petróleo, 
compartilham gravíssimos problemas socioambientais: complicações clínicas — agudas 
e crônicas —, extermínio de biodiversidade, emissão de gases de efeito estufa etc. 
Microalgas são estratégias biotecnológicas revolucionárias à mitigação de aquecimento 
global, pois fixam CO,, eficientemente, transformando-o, bioquimicamente, em biomassa 
utilíssima à terceira geração de biocombustíveis alternativos à resolução parcial de crise 
energética mundial. A produção de 1 t de biomassa importa, aproximadamente, 1,85 t de 
CO, atmosférico. Especialistas as qualificam como políticas à consolidação de Agricultura 
Carbono Neutro e concessão de linhas de crédito de carbono a empresas, legalmente, 
certificadas pela comprovada redução de emissão de gases de efeito estufa. Registrem- 
se, portanto, oportunidades de negócio oferecidas pelo imbatível potencial de sequestro 
de CO, de microalgas, fontes carbono-negativo cogitadas, inclusive, à quarta geração 


Introdução FER 


de biocombustíveis (GE et al., 2017; GREENWELL et al., 2010; MUBARAK; SHAIJA; 
SUCHITHRA, 2015; PANDIT; FULEKAR; KARUNA, 2017; SUN et al., 2014; SUTHAR; 
VERMA, 2018, grifo nosso). 


A produção de biodiesel de microalga, empregando-se efluente e, ou, gás de 
combustão, ao invés de água-doce e, ou, CO, comercial, insumo antieconômico, aliviaria 
prováveis impactos ambientais ocasionados pela disposição de resíduos em ecossistemas 
aquáticos naturais, eutrofizando-os, irredutivelmente, e emissão de gases de efeito estufa 
à atmosfera, prevenindo-se, oportunamente, a camada de ozônio de monóxido de carbono 
(CO), metano (CH,), óxido nitroso (NO) e enxofre (S,). Complementarmente, o manejo 
nutricional de cultivo, aplicando-se sólidos co-digeridos, aeróbica ou anaerobicamente, à 
biofertilização de células, impossibilitaria eventuais agravantes que estes provocariam, 
se descartados, negligentemente, à natureza, e conteria, indiretamente, o volume físico 
de CO, emitido pela indústria de fertilizantes minerais, passivos onerosos à biorrefinaria 
(CHEIRSILP; THAWECHAI; PRASERTSAN, 2017; MENESES-REYES et al., 2018). 


Ficoremediação de Efluentes 


A produção de 1 kg de biomassa de microalga consome, impressionantemente, 
3.725 kg de água-doce. A integração de cultivo comercial à ficoremediação de efluente 
economizaria, portanto, custos e impactos ambientais associados a estações de tratamento 
de água e esgoto convencionais, e dispensaria adoção de água-doce, preservando-a, 
primordialmente, como recurso natural (DENG et al., 2018; SALAMA et al., 2017; XU et al., 
2018; YANG etal., 2011). 


Efluentes são problemáticos à natureza: se geridos, irresponsavelmente, provocam 
catástrofes. Portanto, exigem cautela e tratamento sistematizado à minimização de 
contaminantes nocivos à fauna e flora. Ricos em nitrogênio (N) e fósforo (P), elementos 
minerais cruciais à produção de biomassa e lipídeos, estes oferecem possibilidade de cultivo 
sustentável, que os reciclariam, transformando-os, então, em matéria-prima, tecnicamente, 
aplicável à transesterificação de biodiesel e refino de bioprodutos de valor agregado. 
Avaliação de ciclo de vida de planta industrial de microalga comprova: substituição de 
água-doce por efluente reduz, categoricamente, o custo total de produção de biomassa 
(CALIXTO et al., 2016; DENG etal., 2018; KOTHARI et al., 2013; KUMAR etal., 2015; LAL; 
DAS, 2016). 


Segurança Alimentar e Qualidade de Vida 


Contempladas, universalmente, pelo acelerado crescimento, rusticidade genética, 
ótimo perfil de ácidos graxos e implacável produtividade de biodiesel, microalgas permitem 
cultivo em ambientes hostis, improváveis à agricultura sustentável, isentando-se, portanto, 
de competição com culturas alimentares por zonas férteis. Integralmente aos benefícios 
oferecidos à segurança alimentar, comprometida, parcialmente, pelo redirecionamento 
de óleos vegetais comestíveis à industrialização de biodiesel, microalgas metabolizam 
astaxantina, ficocianina e ficobilina, pigmentos detentores de propriedades terapêuticas, 
enfatizando-se: antibiótica, antiviral, antioxidante, anticarcinogênica, anticolesterol, 
antitumoral etc. (GUMBI et al., 2017; MORALES-SÁNCHEZ; MARTINEZ-RODRIGUEZ; 
MARTINEZ, 2017). 


A clorofícea, Chlorella vulgaris, particularmente, é, nutricionalmente, rica em 
qo-3, ácido graxo abundante em espécies piscícolas, indispensável ao organismo 
humano. Além de produzirem alimentos funcionais e biofármacos, microalgas colaboram, 
excepcionalmente, à melhoria de qualidade de vida terráquea pela biodepuração de 
ecossistemas contaminados por metais pesados e, ou, hidrocarbonetos aromáticos 
policíclicos — carcinogênicos e teratogênicos de combustão incompleta de petróleo e carvão 
mineral, plenamente. Embora polêmico, o consumo deliberado de derivados de biomassa 
contaminada, processada, industrialmente, é irrestrito, desde que o nível de ingrediente 
ativo não extrapole o limite crítico estabelecido por autoridades regulatórias (RAMSUNDAR 
etal., 2017; SKJÂNES; REBOURS; LINDBLAD, 2013; UNC et al., 2017). 


Biorrefinaria 


A partir da Revolução Industrial, o consumo energético global progride, 
geometricamente, devido, principalmente, ao desenfreado crescimento populacional. As 
principais fontes de energia exploradas, desde então, são fósseis, ordenadamente: petróleo, 
gás natural e carvão mineral. Estes recursos são, inquestionavelmente, fundamentais ao 
desenvolvimento econômico mundial; dependência de petróleo é realidade em nações 
periféricas. A instabilidade do mercado de combustíveis fósseis é, todavia, calamitosa. O 
ritmo de exploração de petróleo é superior, em relação à taxa de reposição natural; por isso, 
projetam-se sessenta anos ao esgotamento de jazidas. Bicombustíveis tecnológicos 
prometem revolucionar a Matriz Energética Global (DRIRA et al., 2016; GUMBI et al., 
2017; HEO et al., 2017; MARANDUBA et al., 2016; PANDIT; FULEKAR; KARUNA, 2017; 
WAN GHAZALI et al., 2015; XAALDI KALHOR et al., 2016, grifo nosso). 


O biodiesel, análogo químico imediato ao diesel mineral, é, convencionalmente, 
sintetizado por transesterificação, ou esterificação, de óleos vegetais comestíveis e 
impróprios ao consumo humano, derivados de soja, canola, girassol, algodão, pinhão- 
manso, palma-forrageira etc., gordura animal e resíduo de fritura. Há, entretanto, melhores 
opções: microalgas oleaginosas, absurdamente, produtivas. Os principais argumentos, 
em relação à aplicação de microalgas à produção de biodiesel, são, assertivamente: alta 
eficiência fotossintética e acelerado ritmo de crescimento especifico; elevados rendimentos 
e continuidade de colheita de biomassa e lipídeos; possibilidade de cultivo em regiões 
inóspitas à agricultura, porém viáveis à implementação de biorrefinaria; surpreendentes 
potenciais de biofixação de CO, atmosférico e tratamento de gás de combustão; e 
economia de recursos hídricos naturais pelo reaproveitamento de águas residuais 
(ARCHANAA et al., 2019; EL SHIMI; MOUSTAFA, 2018; ELLISON; OVERA; BOLDOR, 
2019; GIRALDO CALDERÓN; DÍAZ BAYONA; ATEHORTÚA GARCÉS, 2018; MALCATA, 
2011; MARANDUBA et al., 2016; TUCCAR; AYDIN, 2013; WAHLEN et al., 2013; XAALDI 
KALHOR et al., 2016; YEN et al., 2013; ZHU et al., 2017). 


Pesquisas em microalgas progridem, irreversivelmente, em direção à biorrefinaria, 
conceito de fábrica flexível fundamentado em aplicação de tecnologias à conversão 
fracionada de biomassa em biocombustíveis — biodiesel, bioetanol, biobutanol, bio-óleo, 
biohidrogênio, biogás etc. —, químicos finos — ácido succínico, propanodiol, poliésteres, 
ácido lático etc. — e bioprodutos de valor agregado, destacando-se: polissacarídeos, 
polipeptídios, pigmentos, antibióticos e ácidos graxos de cadeia longa, principalmente, 


oleico e linoleico (Figura 2). 
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Figura 2. Esquematização de inputs e outputs de biorrefinaria de microalga 


Fonte: Elaborado pelo autor. 


Suplementária a processos ordinários, digestão aeróbica de biomassa residual 
gera metano enriquecido ou bio-hitano, terminologia designada ao biocombustível gasoso 
composto por metano e hidrogênio. Este recurso sustentável é excelente condutor 
energético e emite limitado volume de gases de efeito estufa, comparado ao petróleo e gás 
natural. Há, interessantemente, possibilidade de convertê-lo em eletricidade por célula de 
carga e aplicá-lo, alternativamente, à alimentação de motor de combustão interna, devido 
às incomparáveis eficiência energética e pureza. O bio-hitano é, absolutamente, eficaz 
ao abastecimento interno de biorrefinaria, tornando-a independente de energia fóssil. 
O excedente é, estrategicamente, destinado ao setor de transporte; Estados Unidos e 
República Popular da China, potências mundiais, são os principais adeptos, concentrando-o 
ao abastecimento de automóveis pesados (CAVINATO et al., 2012; CHEIRSILP; 
THAWECHAI; PRASERTSAN, 2017; FRANCO TRABUCCO et al., 2011; GHIMIRE et aí, 
2017; GUPTA; LEE; CHOI, 2015; MANDIK et al., 2015; ROY; DAS, 2016; UMMALYMA et 
al. 2017; UNTERLANDER; CHAMPAGNE; PLAXTON, 2017; XIA et al., 2016). 


A biomassa residual é, além de tudo, reaproveitável à biofertilização de rizicultura e 
fabricação de rações proteicas alternativas à piscicultura, avicultura e bovinocultura leiteira, 
empreendimentos pecuários geradores de divisas. Finalidades complementares predizem: 
produção de bioetanol, bioplásticos, biopolímeros e pellets, que, particularmente, detém 
poder calorífico superior e teor de cinzas residuais satisfatórios aos padrões internacionais 
de qualidade. Multiplicidade de aplicações biotecnológicas e benefícios socioambientais 


Introdução 


valorizam, portanto, a biorrefinaria de microalga, candidato em potencial ao fornecimento, 
regular e onidirecional, de produtos aos setores econômicos: automobilístico, alimentício, 


farmacêutico, têxtil e agropecuário (ALVAREZ et al., 2016; BABA et al., 2013; ELMEKAWY 
etal., 2014; LAL; DAS, 2016). 


CRESCIMENTO E METABOLISMO 


Evoluídas há séculos, microalgas crescem autotrófica, heterotrófica e, ou, 
mixotroficamente, em habitats diversos. Dióxido de carbono, radiação solar, fotoperíodo, 
temperatura, pH, oxigênio, salinidade, nutrientes, micróbios etc. são condicionantes à 
produtividade de biomassa e síntese de lipídeos; CO, é, inquestionavelmente, o principal 
fator limitante. Ecossistemas aquáticos naturais são, genuinamente, hipoconcentrados 
em dióxido de carbono. Portanto, a maioria das espécies possui mecanismos fisiológicos 
adaptativos, especializados em assimilá-lo, eficazmente. Comercialmente, o suprimento 
controlado de CO, impulsiona taxa de crescimento específico e tempo de duplicação 
celular, pois favorece a fotossíntese líquida. Capacidade de biofixação e tolerância ao CO, 
são características intrínsecas (DENG et al., 2018; MA et al., 2015, 2016; NDIMBA et al., 
2013; SINGH; SINGH, 2014; SU et al., 2011; WONG et al., 2017). 


À análise de crescimento e concentração de biomassa, aplica-se, geralmente, o 
modelo logístico (Eq. 1): 


Xmax 
+= Ty em 0) 


Em que: 

X: concentração de biomassa, g L; 

X mae Máxima concentração hipotética de biomassa ou capacidade de suporte, g L”; 
m: constante; 

|: taxa de crescimento específico, dia”; 

T: tempo de cultivo, dias. 


A taxa de crescimento específico, definida, algebricamente, pela expressão (Eq. 2), 
é critério ponderável à seleção de espécies à produção de biodiesel (CHOI; JANG; KAN, 
2018; DENG et al., 2018; WONG et al., 2017). 


edad 2 
v= ms 2) 


Em que: 





x; densidade ótima de células em tempo t, ugL"; 
x; densidade ótimo de célula em tempo t, ug L”. 


O metabolismo autotrófico ocorre em etapas complementares: em fotodependência, 
ou fase fotoquímica, há conversão de energia luminosa ou física em adenina trifosfato (ATP) 
e nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato (NADP), moléculas fundamentais à cascata 
de reações do Ciclo de Calvin; em fotoindependência, ou fase bioquímica, a substância 
orgânica, ribulose-1,5-bisfosfato (RuBP), associa-se ao CO, fixado, fotossinteticamente, e 
produz ácido 3-fosfoglicérico (3-PGA), precursor de glicose. Por isso, a relevância de ciclo 
fotoperiódico à produção comercial e qualidade de biodiesel de microalga. O comportamento 
fisiológico é determinado por hábito de crescimento (Figura 3) (CHAUDHARY et al., 2014). 
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Figura 3. Estrutura celular e metabolismo de microalga pelo hábito de crescimento 
CHOJNACKA; MARQUEZ-ROCH, 2004. 


A versatilidade metabólica de microalga permite manipulação de concentração 
intracelular de lipídeos, controlando-se condições de cultivo, pontualmente: oferta 
nutricional, pH, taxa de injeção de CO,, intensidade e qualidade de iluminação, ciclo 
fotoperiódico e temperatura (GHIMIRE et al., 2017; KANDILIAN et al., 2014). 
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MODALIDADES DE CULTIVO 


Microalgas são, unanimemente, cultivadas sob iluminação, natural ou sintética, 
nutrindo-se de carbono inorgânico ou orgânico, minerais e, ocasionalmente, vitaminas. A 
espécie, C. vulgaris, particularmente, cresce em condições fotoautotrófica, fotoheterotrófica, 
heterotrófica e mixotrófica; C. protothecoides, C. sorokiniana, Chlamydomonas debaryana 
se adaptam, naturalmente, à fotoautotrofia, heterotrofia e mixotrofia, enquanto Selenastrum 
capricornutum e Scenedesmus acutus se multiplicam fotoautotrófica, fotoheterotrófica ou 
heterotroficamente, devido à inabilidade adaptativa. As principais modalidades de cultivo 
são, resumidamente: fotoautotrófica, heterotrófica e mixotrófica (GHIMIRE et al., 2017; 
YEH; CHANG, 2012). 


FOTOAUTOTRÓFICA 


O cultivo fotoautotrófico emprega luz e carbono inorgânico à multiplicação celular. 
Esta condição é, comercialmente, atrativa, pois representa possibilidade de sequestro 
de CO, e reaproveitamento de gás de combustão, passivo industrial. Escalabilidade e 
limitado risco de contaminação microbiana, devido à inexistência de substrato orgânico, 
capacitam-na à produção em larga escala de biodiesel (AMARO; GUEDES; MALCATA, 
2011). Aparentemente, a principal desvantagem, em relação ao heterotrófico e mixotrófico, 
é o limitado rendimento produtivo de biomassa, justificado, parcialmente, pela fotoinibição, 
fenômeno que satura disponibilidade de luz à etapa final de crescimento celular (Tabela 1). 








Condição de cultivo Fonte de carbono Fonte de energia Nível de produtividade 
Fotoautotrófica CO, e, ou, HCO; Luz Baixo 
Heterotrófica Glicose Glicose Alto 
Mixotrófica CO, e glicose Luz, CO, e glicose Alto 





Tabela 1. Caracterização de condições de cultivo de microalgas 
WANG; YANG; WANG, 2014; XIA; MURPHY, 2016 


Embora caracterizada pela restrita produtividade de biomassa, a condição 
fotoautotrófica dispensa o emprego de glicose, carboidrato primordial à indústria alimentícia, 
e proporciona equilíbrio ao perfil de ácidos graxos de biodiesel de Chlorella sp. (Tabela 
2). Controversamente, a heterotrófica induz síntese de hidrocarbonetos insaturados, 
prejudiciais à qualidade de ignição e estabilidade oxidativa, parâmetro de qualidade decisivo 
ao armazenamento e transporte de biodiesel (ELUMALAI; PRAKASAM; SELVARAJAN, 
2011; ILLMAN; SCRAGG; SHALES, 2000). 
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Ácido graxo (%) 


Condição de cultivo 








Fotoautotrófica Heterotrófica 
Propiônico 13,07 17,03 
Butírico a 28,88 
Caprílico 5,53 10,37 
Cáprico 16,82 27,99 
Láurico 43,16 14,87 
Mirístico 21,83 0,82 
Hexadecatrienóico 17,02 18,57 
Esteárico 21,73 18,02 
Ecosapentaenóico 25,54 17,89 
Docosa-hexaenóico 35,80 45,49 





Tabela 2. Perfil de ácidos graxos de éster metílico de Chlorella sp., cultivado sob condições 


fotoautotrófica e heterotrófica 


ELUMALAI; PRAKASAM; SELVARAJAN, 2011 


A pesquisa científica de poder calorífico de espécies de Chlorella sp., cultivadas, 
fotoautotroficamente, sob restrição nitrogenada, conduzida por Illman, Scragg e Shales 
(2000), constata: máximo rendimento de biodiesel de C. protothecoides de 20,00 mg L d”. 
A multiplicação celular de C. vulgaris, em fotobioreator tubular vertical, resulta 40,00 mg 
L* d! (SCRAGG et al., 2002). O estudo de produção e técnicas de colheita de biomassa, 
realizado por Lal e Das (2016), comprova que o cultivo fotoautotrófico de Chlorella sp. 
retorna consideráveis 250,00 mg L d'!. Note-se, portanto, a relevância de interação de 
condição de cultivo e espécie ao rendimento técnico e qualidade de biodiesel (Tabela 3). 








Microalga Condição Produtividade (mgL''d") Referência 

C. protothecoides Fotoautotrófica 2,00-20,00 Illman, Scragg e Shales (2000) 
C. emersonii Fotoautotrófica 40,00 Scragg et al. (2002) 

C. vulgaris Fotoautotrófica 180,00 Gouveia e Oliveira (2009) 
Nannochloropsis sp. Fotoautotrófica 90,00 Gouveia e Oliveira (2009) 
C. vulgaris Fotoautotrófica 10,00 Liang, Sarkany e Cui (2009) 
S. obliquus Fotoautotrófica 60,00 Mandal e Mallick (2009) 

C. vulgaris Fotoautotrófica 105,00 Yoo et al. (2010) 

C. minor Fotoautotrófica 40,00 Chatsungnoen e Chisti (2016) 
Neochloris sp. Fotoautotrófica 80,00 Chatsungnoen e Chisti (2016) 
C. vulgaris Fotoautotrófica 70,00 Chatsungnoen e Chisti (2016) 
C. vulgaris Fotoautotrófica 70,00 Chatsungnoen e Chisti (2016) 
N. salina Fotoautotrófica 60,00 Chatsungnoen e Chisti (2016) 
C. fusiformis Fotoautotrófica 50,00 Chatsungnoen e Chisti (2016) 
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Chlorella sp. Fotoautotrófica 250,00 Lale Das, 2016) 


Synechocystis sp. Fotoautotrófica 140,00 Lale Das, 2016) 

C. vulgaris Heterotrófica 2.200,00-7.400,00 Xiong et al. (2008) 

C. vulgaris Heterotrófica 80,00-150,00 Liang, Sarkany e Cui (2009) 
S. obliquus Mixotrófica 100,00-150,00 Mandal e Mallick (2009) 
C. pyrenoidosa Mixotrófica 90,00-250,00 Tan et al., (2014) 





Tabela 3. Produtividade de biodiesel de microalgas cultivadas sob condições fotoautotrófica, 
heterotrófica e mixotrófica 


A produtividade fotoautotrófica é, obviamente, variável, devido a particulares 
de microalga, sistema, composição nutricional de meio, pH, intensidade e qualidade de 
iluminação, ciclo fotoperiódico, temperatura, duração de cultivo, técnica de colheita de 
biomassa, métodos de extração, recuperação e purificação de lipídeos, e rota tecnológica 
de transesterificação. 


HETEROTRÓFICA 


A modalidade heterotrófica, alternativa imediata à fotoautotrófica, particulariza- 
se pela ausência de luz e aplicação de carbono orgânico à nutrição celular. Além de 
compensativa à fotoinibição, apresenta as vantagens: adequacidade a fotobioreatores 
tradicionais, facilidade de controle ambiental, insignificativo custo de colheita, devido 
à substancial produtividade de biomassa, e oportunidade de reaproveitamento de água 
residual de alta demanda bioquímica. Segundo Heredia-Arroyo et al. (2011), o cultivo 
heterotrófico garante, adicionalmente, melhores condições à biossíntese de lipídeos, 
comparado ao fotoautotrófico e mixotrófico (Figura 4). 


Teor de lipídeos (%) 
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Condição 
Figura 4. Teor de lipídeos de C. vulgaris, cultivada sob condições fotoautotrófica, heterotrófica e 


mixotrófica 
HEREDIA-ARROYO et al., 2011. 


Modalidades de Cultivo FED 


Em relação a bioprodutos, é excelente fornecedor de ácidos graxos de cadeia 
longa, principalmente, em diatomáceas, ficocianina, astaxantina e ficobilina, pigmentos 
fotoprotetivos à clorofila, valorizadíssimos pelas indústrias, alimentícia e cosmética. Por 
isso, qualifica-se à biorrefinaria de microalga. Apesar de atrativo, economicamente, associa- 
se a sérios inconvenientes: oneroso custo de aquisição de fonte de carbono orgânico, 
geralmente, glicose, e propensão à contaminação microbiana. Complementarmente, 
a maioria das linhagens comerciais é, metabolicamente, incompatível à heterotrofia; 
entretanto, há aquelas que crescem, satisfatoriamente, em fermentadores. Os principais 
requisitos de microalga à condição heterotrófica são, portanto: faculdade de divisão celular 
e metabolismo ativo em ausência de luz, capacidade de multiplicação em meio composto 
por substratos orgânicos, adaptabilidade a flutuações ambientais e resistência mecânica a 
estresses hidrodinâmicos (CHEIRSILP; TORPEE, 2012; RAWAT et al., 2013a). 


O cultivo heterotrófico de C. vulgaris, aplicando-se hidrolisado vegetal, ao invés de 
glicose, intensifica produtividade de lipídeos e equilibra perfil de ácidos graxos de éster 
metílico (WANG et al., 2013). Os autores atribuíram os resultados à taxa de utilização 
metabólica de açúcar e teor energético de Cyperus sculentus, e enfatizaram a importância 
comercial de alternativas sustentáveis à glicose, fonte de carbono orgânico antieconômica 
(Tabela 4). Há incipientes, porém conclusivas, pesquisas científicas a respeito de 
substituição de glicose pelos ácidos: acético, propiônico e butírico (DENG et al., 2017; HU 
et al., 2013). 





Fonte de carbono orgânico 








Variável 

Hidrolisado Glicose 
Concentração de biomassa (g L!) 4,43 1,85 
Produtividade de biomassa (mg L! d'?) 1.110,00 370,00 
Teor de lipídeos (%) 34,44 22,89 
Produtividade de lipídeos (mg L? d"?) 381,42 84,69 
Taxa de utilização de açúcar (%) 33,40 18,35 
Rendimento de biomassa (mg mg") 0,44 0,31 





Tabela 4. Cultivo heterotrófico de C. vulgaris em meios compostos por hidrolisado vegetal e 
glicose 


WANG et al., 2013 


Considerando-se limitações associadas ao cultivo heterotrófico, Fan et al. (2012) 
propuseram o conceito heterotrófico-diluído-fotoindutivo. Fundamentada em oferta 
fracionada de carbono orgânico e indução de multiplicação celular por regulação sistemática 
de iluminação artificial, a tecnologia prediz otimização de rendimentos produtivos de 
proteínas, lipídeos e pigmentos, eficiência de controle de contaminação microbiana, e 
escalabilidade; entretanto, desfavorece o acúmulo de carboidratos, tornando-se, portanto, 
desinteressante à industrialização de bioetanol, biopolímeros, blocos químicos construtores 
etc. Ahibridização de condições de cultivo, pretendendo-se solucionar problemas individuais 
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é, corriqueiramente, aplicada à ficologia. A mixotrofia, que contempla características 
fotoautotróficas e heterotróficas, é exemplo notável. 


MIXOTRÓFICA 


O cultivo mixotrófico, caracterizado pela simultaneidade dos eventos, fotossíntese 
e respiração celular, é sustentado por CO,, carbono orgânico e nutrientes. Em lagoas 
superficiais amplas, particularmente, supre-se a demanda de carbono orgânico pela adição 
diurna de glicose e, ou, acetato, evitando-se descontrolada proliferação de células sob 
ausência de luz (PEREZ-GARCIA et al., 2011; UNTERLANDER; CHAMPAGNE; PLAXTON, 
2017). 


A condição mixotrófica produz mais biomassa que a fotoautotrófica; todavia, 
é, circunstancialmente, superada pela heterotrófica, devido, dentre outras causas, à 
predisposição à contaminação (BRENNAN; OWENDE, 2010; GHIMIRE et al., 2017). O 
estudo científico de melhoria de crescimento de microalga, considerando-se as fontes de 
variação, intensidade de iluminação, concentração de glicose e sistema de alimentação, 
conduzido por Cheirsilp e Torpee (2012), confirma maior rendimento de lipídeos em 
Chlorella sp. cultivada, mixotroficamente, 209,70 mg L"', contra inexpressivos 89,90 e 83,30 
mg L”, relacionados à heterotrofia e fotoautotrofia, respectivamente. 


De acordo com Yeh e Chang (2012), que avaliaram efeitos de condições e meios 
de cultivo em crescimento celular de C. vulgaris, a combinação de mixotrofia e Bristol 
proporciona maior produtividade de lipídeos, 143,90 mg L* d, enquanto a integração 
de fotoautotrofia e BBM (Bold's Basal Medium) favorece a síntese de ácido palmítico, 
fundamental à cetanagem, parâmetro de qualidade que traduz tempo de resposta de motor 
à ignição de biocombustível (Tabela 5). Sob a óptica dos autores, o cultivo mixotrófico é 
complexo, pois há inúmeros limitantes à produtividade de lipídeos e qualidade de biodiesel; 
equilibrá-lo é, indubitavelmente, desafiador. 








Condição Meio Produividade o SE E : : 
(mg Lº d”) Palmítico Palmitoléico Esteárico Oleico 
Fotoautotrófica Bold's Basal 56,20 21,983 0,25 10,00 13,86 
Fotoheterotrófica ' Bold's Basal 69,00 16,44 2,13 14,92 3,65 
Mixotrófica Bold's Basal 67,40 28,81 1,25 6,67 24,85 
Fotoautotrófica Bristol 40,20 17,91 0,18 10,96 5,66 
Fotoheterotrófica Bristol 115,40 22,76 0,76 7,89 26,71 
Mixotrófica Bristol 143,90 28,80 0,66 6,21 32,88 


Tabela 5. Produtividade de lipídeos e perfil de ácidos graxos de biodiesel de C. vulgaris, 
cultivada sob condições fotoautotrófica, fotoheterotrófica e mixotrófica 


YEH; CHANG, 2012 
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Embora produtiva, a condição mixotrófica não reflete, necessariamente, qualidade, 
pois, eventualmente, predispõe microalgas à biossíntese de ácidos graxos livres, que, 
sob concentrações inapropriadas, inviabilizam a comercialização de biodiesel de terceira 
geração em mercados internacionais, principalmente, norte-americano e europeu, rigorosos. 
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SISTEMAS DE CULTIVO 


A ideia de cultivo de microalgas surgiu em 1952. Em 1960, japoneses a 
experimentaram, pioneiramente, em lagoa superficial ampla, sistematizada com ductos 
rudimentares que permitiam introdução compartimentada de inóculo e transferência de 
massa. Em 1970, Japão, Europa e Israel inauguraram, finalmente, plantas industriais, 
pretendendo-se produção de alimentos funcionais. Problemas técnicos associados à 
tradicionalidade motivaram, então, a engenharia de fotobioreatores. A tecnologia em 
questão é, superiormente, eficiente, em relação à produtividade e qualidade de biomassa; 
todavia, onerosos custos de investimento, instalação e manutenção a inviabilizam, 
economicamente, à produção comercial de biodiesel. Por isso, há necessidade de otimizá- 
la (ADESANYA et al., 2014; GUPTA; LEE; CHOI, 2015; KIM et al., 2017; KUMAR et al., 
2015; RAWAT et al., 2013b; XIA et al., 2013). 


LAGOAS SUPERFICIAIS AMPLAS (OPEN RACEWAY PONDS) 


Os sistemas outdoor contemplam, basicamente: lagoas superficiais amplas 
e tanques artificiais. A produção em larga escala de biodiesel de terceira geração é, 
usualmente, praticada em lagoas, devido, principalmente, à facilidade e economia de 
custos de instalação e operação, fatores que compensam irregularidade de rendimento 
de biomassa e inapropriada qualidade de óleo. Limitado potencial de aquecimento global 
complementa a lista de vantagens. Todavia, há restrições, quanto à espécie: indivíduos 
tolerantes à salinidade, temperatura, CO,, contaminação microbiana etc. são preferíveis; 
ineficiência em transferência de massa, sensibilidade à evaporação e insustentabilidade 
à exploração de bioprodutos de valor agregado caracterizam desvantagens adicionais 
(GUPTA; LEE; CHOI, 2015; RODOLFI et al., 2009). 


A produtividade de biomassa de C. variabilis, cultivada em lagoa aberta, fluxo 
semi-contínuo, é equivalente a 5,78 g m? d! (DE BHOWMICK et al., 2014). Os autores 
promoveram tratamento de água, previamente à inoculação, aplicando-se hipoclorito e, 
ou, tiossulfato de sódio, e mantiveram agitação mecânica a 15 rpm. Sharma et al. (2016) 
cultivaram C. vulgaris em lagoa aberta, fluxo semi-contínuo, e obtiveram valor, relativamente, 
inferior: 19,61 g m? d'!. A variação de produtividade de biomassa é, absolutamente, natural, 
devido a condições de cultivo — espécie, qualidade de água, temperatura, radiação solar, 
fotoperíodo, nutrição etc. — e característica de engenharia: comprimento e profundidade 
são determinantes à difusão de gases e transferência de massa, e penetração de luz, 
respectivamente; por isso, recomenda-se relacioná-las, otimamente (GUPTA; LEE; CHOI, 
2015; KUMAR et al., 2015; MATHIMANI et al., 2017; SHARMA et al., 2016). 


Os principais avanços associados ao sistema de lagoas amplas são, assertivamente: 
seleção e melhoramento genético de cepas selvagens, adequação geométrica de relação 
área superficial/volume de trabalho, otimização de sistemas de difusão de CO, e transferência 
de massa, manejo de geração de efluente pelo reaproveitamento de biomassa residual e 
equilíbrio nutricional de meio. Mathimani et al. (2017) implementaram, pertinentemente, 
água marinha e enriquecimento nutricional ao cultivo alternativo de microalgas em lagoa, 
pretendendo-se, justamente, melhorias à produtividade e qualidade de óleo para produção 
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de biodiesel. Os autores consolidaram a proposta, aerando-se o meio, mecanicamente, a 
200 rpm, e colhendo-se biomassa, intermitentemente. 


FOTOBIORREATORES 


Embora antieconômicos, em relação à investimento, operação e manutenção, 
fotobioreatores — conceituados pelo emprego de luz à multiplicação celular — permitem 
rigoroso controle ambiental e incomparável produtividade de biomassa (Figura 5), restringem 
proliferação e residência prolongada de microrganismos depreciativos à qualidade de óleo, 
e possibilitam exploração industrial de químicos finos e bioprodutos de valor agregado; 
por isso, promovem-se à biorrefinaria de microalga (COLLET et al. 2011; DIANURSANTI; 
SISTIAFI; PUTRI, 2018; GUPTA; LEE; CHOI, 2015; RAWAT etal., 2013b; UNTERLANDER; 
CHAMPAGNE; PLAXTON, 2017; YEN et al., 2013). 
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Figura 5. Produtividade relativa de biomassa de microalga cultivada em fotobioreatores 
ADESANYA et al., 2014; KHUDHAIR; FARID, 2004; RASHID et al., 2014. 


Fotobioreatores tradicionais são compostos pelas fases, sólida (células), líquida 
(meio de cultivo) e gasosa (O, e CO,), e campo de radiação de luz. À categorização, 
consideram-se: configuração de superfície de exposição à luz, plana, tubular e colunar, 
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e fluxo, agitador mecânico, coluna de bolhas e elevação (ERIKSEN, 2008; GUPTA; LEE; 
CHOI, 2015; MOLINA et al., 2001; POSTEN, 2009; SIERRA et al., 2008; SLEGERS et al., 
2011; WANG; LIU; LIU, 2015). 


Agitador Mecânico (Stirred tank) 


Integrado, principalmente, por sistema central de agitadores mecânicos, conjunto 
de defletores e alimentador de CO,, esta tecnologia é, razoavelmente, vantajosa à 
transferência de massa, homogeneização de meio e dispersão de luz. Em média, 70 a 80 
% do volume interno é preenchido por líquido, enquanto a fração remanescente, ocupada 
por gases e substrato (Figura 6). As principais desvantagens são: dificuldade de colheita 
de biomassa, devido à baixa relação área superficialvolume de trabalho, substancial 
requerimento energético e onerosidade de custos de operação e manutenção. Dispositivos 
de oxigenação e modernização de impulsores e agitadores são necessidades tecnológicas 
imediatas (GUPTA; LEE; CHOI, 2015). 


Motor 





<—— Delfletor 


Agitador 


Figura 6. Esquematização de fotobioreator de agitação mecânica 
GUPTA; LEE; CHOI, 2015. 


Tubular Vertical 


Constituído por ductos verticais transparentes, que permitem completa penetração 
de luz, e sistema de recirculação de células por introdução controlada de ar comprimido, 
esta tecnologia é adequada para sistemas de cultivo outdoor. O fluxo operacional a ramifica 
em: coluna de bolhas e elevação. 


Coluna de Bolhas (Bubble Column) 


Alternativa ao agitador mecânico, o fotobioreator tubular vertical de coluna de 
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bolhas é, comercialmente, útil à produção de microalgas, leveduras, cerveja e ácido 
acético, e tratamento de efluente. Compressor e placas laminares perfuradas, que rompem 
e distribuem bolhas de ar coalescentes, uniformemente, caracterizam as principais 
estruturas de design. Operacionalmente, bolhas de ar e meio de cultivo ascendem, 
conjuntamente, enquanto fluxo líquido denso descende, adjacentemente, à delimitação 
interna, promovendo homogeneização (Figura 7). Baixo custo de investimento, alta relação 
área superficial/ volume de trabalho, economia de componentes hidrodinâmicos, eficiente 
difusão de CO, e satisfatória taxa de transferência energética representam vantagens 
imediatas, enquanto heterogeneidade de fluxo gasoso e irregularidade de produtividade 
de biomassa, os principais problemas técnicos (GOUVEIA; OLIVEIRA, 2009; GUPTA; LEE; 
CHOI, 2015). 


Coluna de bolhas 


Aspersor de ar 





Alimentador de ar e CO; 


Figura 7. Esquematização de fotobioreator tubular vertical de coluna de bolhas 
GUPTA; LEE; CHOI, 2015. 


À avaliação técnica de desempenho operacional de motor estacionário, alimentado 
com biodiesel de C. vulgaris, Scragg et al. (2002) cultivaram células em fotobioreator 
tubular vertical de coluna de bolhas, com capacidade volumétrica de 230 L, considerando- 
se as condições ambientais: meio BBM, pH 6,0, temperatura de 25 ºC, intensidade de 
iluminação fluorescente de 76 uumols fótons m? s”, ciclo fotoperiódico de 12: 12 h (luz: 
escuro) e agitação por injeção de ar comprimido esterilizado a 60 rpm. Hu et al. (2015) 
conduziram a pesquisa científica de influência de período de cultivo em crescimento 
específico e propriedades de biodiesel de Nannochloropsis gaditana, multiplicando-a, 
laboratorialmente, em fotobioreator tubular vertical de coluna de bolhas, com capacidade 
volumétrica de 0,5 L. Ao submetê-la aos ciclos fotoperiódicos, 24: 0, 18: 6, 12:12,6:18€e 
O: 24 h, nutrindo-a pelo meio BG-11 (Blue Green) e injeção de taxas variáveis de CO,, os 
autores constataram máxima produtividade de lipídeos equivalente a 289,50 mg L! dt e 
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melhorias em grau de saturação, valor de iodo e cetanagem de biodiesel. À produção de 
biodiesel por transesterificação in situ de lipídeos extraídos de biomassa integral úmida por 
solventes eutéticos, Pan et al. (2017) cultivaram as clorofíceas, C. vulgaris e Chlorococcum 
sp., em fotobioreator tubular vertical de coluna de bolhas, multiplicando-as em meio BG-11, 
à temperatura de 30 “C e intensidade de iluminação fluorescente de 80 umols fótons m?2 s'. 


Elevação (Airlift) 


A hidrodinâmica de fotobioreator tubular vertical airlift é, engenhosamente, 
fundamentada em separação física de fases: ar comprimido é introduzido ao meio 
pelo sistema de alimentação, alinhado à base. Então, bolhas coalescentes se elevam, 
centralmente, ao separador gás-líquido; há recirculação adjacente de líquido denso, isento 
de bolhas, à medida que estas se desprendem do compartimento. O padrão de mistura 
circular proporciona, então, efeito de iluminação intermitente às células, condicionando- 
as à fotossíntese. Loop interno, loop interno concêntrico e loop externo (Figura 8) são 
variações da tecnologia (GOUVEIA; OLIVEIRA, 2009; GUPTA; LEE; CHOI, 2015). 
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Figura 8. Esquematização de fotobioreator tubular vertical aírlift: (a) loop interno, (b) loop 
interno concêntrico e (c) loop externo 


GUPTA; LEE; CHOI, 2015. 


Ao estudo de intensificação de produtividade de lipídeos neutros, aplicando-se 
glicerol residual de planta industrial de biodiesel de primeira geração e acetato de sódio 
à nutrição de células de C. vulgaris, Estévez-Landazábal et al. (2013) implementaram 
fotobioreator tubular vertical airlift. Lal e Das (2016) compartilharam a tecnologia ao 
estabelecimento de cultivo fotoautotrófico de Chlorella sp. e Synechocystis sp., nutridas 
em TAP-acetato e BG-11, respectivamente. 
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Tubular Horizontal 


É, contraditoriamente, o sistema de cultivo mais popular. As principais 
dissimilaridades, em relação ao tubular vertical, são: razão área superficial/ volume de 
trabalho, padrões de dispersão de CO,, transferência de massa e homogeneização de 
células, e nível de irradiação de luz. Horizontal, inclinado, espiral e helicoidal são prováveis 
configurações à superfície de exposição à luz (Figura 9). Ao design, deve-se ponderar: 
variáveis climáticas, custos de aquisição, operação e manutenção e, principalmente, 
finalidade de cultivo, pois há distinções em comprimento total de tubulação, velocidade de 
fluxo de alimentação, eficiência de penetração de luz, dispersão de CO, e transferência 
de massa, e, principalmente, relação área superficial/ volume de trabalho, parâmetro 
de engenharia importantíssimo à produtividade e qualidade de biomassa. As principais 
desvantagens são: acúmulo de O, sob nível tóxico às células, inadequacidade à escala 
industrial, devido à necessidade de arrefecimento constante, e limitada produtividade de 
biomassa, comparado ao fotobioreator tubular vertical de coluna de bolhas (GUPTA; LEE; 
CHOI, 2015). 





Output 
desgaseificação 


Figura 9. Esquematização de fotobioreator tubular horizontal 
GUPTA; LEE; CHOI, 2015. 


Painel Plano (Flat Panel) 


Este sistema de cultivo, normalmente, fabricado em acrílico, devido à ótima 
transparência de material, é, geometricamente, simples: alta razão área superficial/ 
volume de trabalho, ausência de dispositivos de agitação mecânicos e sistema de aeração 
por injeção controlada de ar comprimido são as principais exclusividades (Figura 10). 
Comparado a fotobioreatores tubulares, garante melhor eficiência fotossintética e restrito 
acúmulo de CO,; entretanto, apresenta desvantagens: insustentabilidade em escala 
comercial, devido aos insatisfatórios rendimentos de biomassa e lipídeos, ocasionados 
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por penetração superficial de luz, dificuldade de controle de temperatura e ineficiência 
hidrodinâmica (Tabela 6) (GUPTA; LEE; CHOI, 2015; PRUVOST et al., 2011; SLEGERS et 
al., 2011; UGWU; AOYAGI; UCHIYAMA, 2008). 


Película de 
policarbonato 
transparente 


Bolhas 





Aspersor de ar 
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Figura 10. Esquematização de fotobioreator de painel plano 
GUPTA; LEE; CHOI, 2015. 


Pruvost et al. (2011), responsáveis pela investigação sistemática de produtividades 
de biomassa e lipídeos de microalgas, cultivadas em fotobioreatores, para síntese de 
biodiesel, multiplicaram as espécies, C. vulgaris, Neochloris oleoabundans e Cylindrotheca 
closterium, laboratorial e escalonadamente, em sistema de painel plano, à temperatura de 
25 ºC, injetando-se CO, à nutrição de células. De acordo com os autores, N. oleoabundans 
e C. vulgaris proporcionaram os maiores teores de lipídeos totais e triacilgliceróis: 25 a 37 
e 11 a 14%, respectivamente. 


À avaliação técnica da modalidade híbrida de cultivo, heterotrófico-diluído 
fotoindutivo, Fan et al. (2012) multiplicaram as espécies, C. vulgaris, C. pyrenoidosa e 
C. ellipsoidea, laboratorialmente, empregando-se fotobioreator de painel plano, com 
capacidade volumétrica de 3 L. Os autores as mantiveram em meio HA-SK (Sorokin- 
Krauss), à temperatura de 30 “C e intensidade de iluminação fluorescente de 300 umols 
fótons m? s!, obtendo-se máxima produtividade de lipídeos, proporcional a 89,90 mg L'! 
d*, em C. pyrenoidosa. Pretendendo-se melhorias ao desempenho técnico-econômico de 
fotobioreator de painel plano airlift, aplicado ao cultivo experimental de C. vulgaris, Guo, 
Yao e Huang (2015) propuseram soluções à hidrodinâmica de aeração e transferência de 
massa. Segundo os autores, taxa de exaustão de gás superficial, velocidade de circulação 
de líquido e tempo de homogeneização de meio corresponderam aos principais parâmetros 
otimizados, tornando o sistema promissor à produção em larga escala de biomassa. À 
triagem de candidatos à produção de biodiesel, Taleb et al. (2016) delinearam bateria 
de fotobioreatores de painel plano, com capacidade volumétrica de 1 L, adotando-se as 
condições de cultivo: pH 8,0, temperatura de 25 ºC, intensidade de iluminação de umols 
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fótons m? s! e aeração por injeção de CO,. A popularidade de fotobioreator de painel 
plano à tecnologia de microalgas é reiterada por Idris et al. (2017), que o planejaram 
ao cultivo de C. vulgaris. Interessantemente, os autores comprovaram capacidade de 
multiplicação de células suspensas em POME (palm oil methyl ester), efluente de indústria 
de processamento de óleo de palma, sujeitando-as à temperatura de 25 + 1 ºC, intensidade 
de iluminação fluorescente de 40 umols fótons m? s”, ciclo fotoperiódico de 12: 12 he 


agitação pneumática. 
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Tabela 6. Características, vantagens e desvantagens de sistemas de cultivo de microalga 
GUPTA; LEE; CHOI, 2015 
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À seleção de fotobioreator, orienta-se, portanto, avaliar, técnica, econômica e 
ambientalmente: espécie de microalga, propensão à contaminação microbiana, finalidade 
de cultivo, produtividade, operacionalidade, escalabilidade, consumo energético, custos de 
instalação e manutenção, potencial de aquecimento global, geração e manejo de efluentes 
(GUO; YAO; HUANG, 2015). 


Condições Operacionais em Escala Laboratorial 


As condições operacionais de cultivo laboratorial em fotobioreatores são, 
planejadamente, definidas pela hipótese de pesquisa: espécie e finalidade de biomassa, 
tipo e composição nutricional de meio, densidade de inóculo, pH, temperatura, intensidade e 
qualidade de iluminação artificial, ciclo fotoperiódico, taxa de injeção de CO,, hidrodinâmica, 
duração, técnicas de colheita, pré-tratamento e extração de lipídeos, e tecnologias de 
transesterificação de biodiesel são variáveis, frequentemente, investigadas, pretendendo- 
se otimizá-las ao escalonamento industrial. 


À análise de produção de lipídeos por remoção de nutrientes de água residual de 
suinocultura, Ji et al. (2013) cultivaram C. vulgaris, fotoautotroficamente, em erlenmeyer 
(0,5 L), à temperatura de 27 “C e intensidade de iluminação fluorescente de 50 umols 
fótons m? s?, nutrindo-a por injeção contínua de ar comprimido esterilzado a 60 rpm, 
por 30 dias. Lohman et al. (2013) implementaram cultivos independentes de C. vulgaris e 
Chlamydomonas reinhardtii em fotobioreatores tubulares (1,5 L), ocupados por meio BBM, 
mantendo-os a pH 8,7, temperatura de 24 + 1ºC, intensidade de iluminação fluorescente de 
400 umols fótons m? s”, ciclo fotoperiódico de 14: 10 h; à nutrição inorgânica de células, 
injetou-se CO, (5,0 % v v?). À síntese e análise de desempenho operacional de motor 
estacionário alimentado com biodiesel de microalga, Al-Lwayzy, Yusaf, e Al-Juboori (2014) 
multiplicaram células de C. vulgaris em galão plástico (15,0 L), à temperatura de 22 +3 ºC, 
intensidade de iluminação fluorescente de 2.500 lux, ciclo fotoperiódico de 18: 6h e agitação 
pneumática. O improviso de fotobioreator custou aos autores produtividade de biomassa 
e qualidade de óleo, pois houve comprometida passagem de luz, devido à transparência 
de material. Huang et al. (2014) experimentaram os métodos de lise celular, ozonização e 
ultrasonicação, cultivando-se C. vulgaris em incubador automatizado, à temperatura de 25 
ºC, intensidade de iluminação de 9.600 lux e ciclo fotoperiódico de 12: 12 (Tabela 7). 
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Foto Injeção 
Espécie Fotobioreator | Inóculo Meio pH Temp. | Intensidade E Agitação pa Tempo Referência 
(capacidade) (g L?) (ºC) luz , (rom) a (d) 
escuro) (% vv!) 
, Erlenmeyer 50 umols E 
. vul - - - 27 - 6 - 0 Ji et al. (201 
C. vulgaris (0,51) me sá O 3 ietal. (2013) 
C. vulgaris, Fotobioreator BBM 87 23-25 80 umols 14:10 50 Lohman et al. 
C. reinharatii (1,5L) ' mês! , E (2013) 
Galão Al-Lwayzy, 
C. vulgaris plástico 19-25 2.500 lux 18:6 - - E Yusaf e Al- 
(15,0L) Juboori (2014) 
H tal. 
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(1,01) 
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ay a as BG-11 73 30 30001 16:8 10 a 
annochloropsi: - - Ã Ux Ê - - 
a RED (0,5 L) Torpee (2012) 
C. vulgaris Recpiento o 62 60 umols Yeh e Chang 
PRE (1,01) Bristol : mês” (2012) 
60-70 
Leptolyngb! .; Fotobioreat Lam; Lee, 
Geisa CER Biofertilizante 68 25-28 — umols : ; : : es 
C. vulgaris (5,0 L) al 2012) 
mês 
C. vulgaris ER 80 umol Cha etal 
. vulgaris; gd . m al. 
e cônico - GuilardF2 - 24-26 HMoS agp . - - e 
C. sorokiniana (301) mês! (2011) 
D. tertiolecta; Fotobioreator 225 umols Carver et al. 
C. vulgaris (20 L) mês! (2011) 
Erlenmeyer F à 
ranc 
C. vulgaris; (0,51) BEM 72 25 3.500 | 12:12 Ds 14 Trabucco et al. 
- E Ux E - rabucco et aí. 
N. oculata Fermentador Guillard F/2 ' 5,0 a 
(1,01) (2011) 
Fotobioreator Álvarez et al. 
C. vulgari - BG-11 86 10-30 = 1410 - = 8 
vulgaris (451) (2016) 
Cheirsilp, 
Nannochloropsis Duran 0,14— Chu-13 28-82 47 umols 240 100 7 Thawechai 
sp. (0,5 L) 0,15 mês! . ' e Prasertsan 
(2017) 
Erl BG-11 100 Is Cao et al. 
C. pyrenoidosa ERRA - ã = 23-27 E 12:12 = - - ERA 
(1,0L) Selenito mês! (2017) 
. Erlenmeyer 50 umols Deng et al. 
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C. vulgaris (0,251) 3 mês! (2018) 
; Erlenmeyer Choi, Jang e 
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Aquário 70 umol W tal. 
C. vulgaris au] é BBM - pop eo o ' 5 12 nec 
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Moradi- 
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i 23 50 | 
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e Hosseini 
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Tabela 7. Condições operacionais aplicadas ao cultivo laboratorial de microalgas 


Complementarmente, à melhoria de qualidade de iluminação artificial, Fu et al. 
(2012) integraram a tecnologia de LED (light-emitting diodes) ao cultivo de C. vulgaris 
em fotobioreator. Os autores registraram maximização de produtividade de biomassa, 
equivalente a 2110,00 mg L* d?!, e controle de variáveis ambientais, principalmente, 
contaminantes microbianos; todavia, declaram necessidade de comprovação de sistema 
em escala comercial. Pretendendo-se otimização de colheita de biomassa, Cheirsilp, 
Thawechai e Prasertsan (2017) implementaram fotobioreator de leito fluidizado, com 
capacidade volumétrica de 3,0 L, à multiplicação de células de Nannochloropsis sp., 
cultivadas à temperatura de 30 ºC, intensidade de iluminação de 47 uymols fótons m? s! e 
ciclo fotoperiódico de 24: O h. Os autores obtiveram êxito, imobilizando-as em matriz de gel 
de alginato. A tecnologia de leito fluidizado é promissora à produção comercial sustentável 
de biodiesel de microalga, pois estimula a adesão espontânea de células ao substrato 
de suporte, tornando-as, facilmente, removíveis. A principal desvantagem é o ajuste 
de equilíbrio termodinâmico, devido à complexidade das interfaces: microalga-líquido, 
substrato-líquido e substrato-microalga (MOHD-SAHIB et al., 2017). 


Resumidamente, as microalgas, Chlamydomonas sp., C. vulgaris, C. sorokiniana, 
Choricystis minor, Cylindrotheca fusiformis, Dunadiella tertiolecta, Nannochloropsis salina 
e Neochloris sp., dulcícolas e marinhas, são cultivadas em erlenmeyer, frasco Duran, galão 
plástico, aquário, incubador automatizado, fermentador e fotobioreatores convencionais, 
nutrindo-se em meios padrões, BBM, BG-11, Chu-13 e Guillard F/2, ou modificados por 
selenito, água marinha, ou, silicato, àtemperatura de 10a 30 ºC, intensidade de iluminação 
fluorescente de 37 a 290 umols fótons m?2 s?, ou 2.500 a 9.600 lux, ciclo fotoperiódico de 
12:12h, velocidade de agitação pneumática de 100 a 400 rpm e taxa de injeção de CO, de 
5,0 a 98,8% vv, por 7 a 30 dias. 


HÍBRIDOS 


Sistema híbridos contemplam, sugestivamente, fotobioreatores e lagoas superficiais 
amplas em complementariedade. Adesanya et al. (2014) propuseram cultivo conjugado, 
planejando-o em estágios sequenciais: o primeiro, integrado por bateria de fotobioreatores 
tubulares verticais airlift, enquanto o segundo, delineado em lagoas superficiais, inoculadas 
com células, previamente, multiplicadas sob restrição nitrogenada, pretendendo- 
se otimização à produtividade de lipídeos. A análise de ciclo de vida realizada pelos 
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autores confirmou: consumo de energia elétrica e fertilizantes, nitrogenado e fosfato são, 
respectivamente, as principais fontes de demanda de energia fóssil e aquecimento global; 
comparativamente, fotobioreatores emitem substancial volume de gases de efeito estufa, 
enquanto o principal fator antiecológico de lagoas é o consumo de energia elétrica. O 
princípio de sistema misto é, portanto: proporcionar superávit ao balanço energético de 
cultivo comercial de microalga pela geração sustentável de biocombustíveis, químicos finos 
e bioativos de valor agregado. 
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MICROALGAS OLEAGINOSAS 


Microalgas oleaginosas contém, primordialmente, lipídeos polares — fosfolipídios e 
glicolipídios — e neutros — mono, di e triglicerídeos —, ácidos graxos livres, hidrocarbonetos 
e pigmentos (Figura 11). Triglicerídeos, particularmente, confinam-se em vacúolo, organela 
especializada, e membranas de tilacóide de cloroplasto; as fases de crescimento, lag ou 
adaptativa, log ou exponencial e estacionária, espécie e ambiente condicionam síntese e 
estoque de lipídeos neutros (LOHMAN et al., 2013; PIGNOLET et al., 2013). 
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Figura 11. Perfil de fração lipídica de microalgas oleaginosas 
LOHMAN et aí., 2018. 


O referencial bibliográfico em tecnologia de biodiesel de terceira geração compartilha 
artigos científicos que abordam, principalmente, processos downstream: design de sistemas 
de cultivo, técnicas de colheita de biomassa e química de produção de biocombustível 
etc. Todavia, isolamento, seleção e identificação de espécies oleaginosas são etapas 
determinantes à sustentabilidade de biorrefinaria. Há incontáveis espécies atrativas: 
indivíduos selvagens e, ou, termotolerantes, hiperacumuladores de óleo, particularmente, 
são desejadíssimos ao cultivo industrial em fotobioreatores outdoor e lagoas amplas 
superficiais, vulneráveis a condições ambientais (GE et al., 2017; RAMESH KUMAR et al., 
2018; XIA et al., 2013). 


ISOLAMENTO 


O isolamento é pré-requisito à obtenção de culturas puras, pretendendo-se cultivá-las, 
selecioná-las, identificá-las e, finalmente, aplicá-las à produção de biodiesel, químicos finos 
e, ou, bioprodutos de valor agregado, orientando-se por: biodiversidade e acessibilidade 
ao sítio geográfico. Há possibilidades de praticá-lo em ecossistemas aquáticos naturais, 
dulcícolas e marinhos, estações de tratamento de água e esgoto, aquicultura, planta 
industrial de produção de biocombustíveis e, atipicamente, fontes geotermais e rizosfera 
(ABOU-SHANAB et al., 2011; ZHANG et al., 2014). 
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Habitats Naturais 


O estudo científico de processo completo de isolamento, cultivo e conversão de 
biomassa de microalgas em biodiesel por transesterificação metanólica in situ, conduzido 
por Jazzar et al., (2015), ressalta a importância prática de corpos hídricos marinhos à 
coexistência de C. vulgaris e Nannochloris sp. Cha et al. (2011) e Sydney et al. (2011), 
que investigaram regulação de síntese de lipídeos por privação nutricional e triagem de 
microalgas para produção de biodiesel e ficoremediação de água residual municipal por 
remoção de carga mineral, coletaram amostras de C. vulgaris e C. sorokiniana, e Spirulina 
platensis, Synechococcus midulans, C. minutissima, C. kesslerie Neochloris oleoabundans 
de ecossistemas aquáticos naturais, respectivamente. A exemplo dos autores referenciados, 
Calixto et al. (2016), Gumbi et al. (2017) e Zhu et al. (2017) recorreram a habitats aquáticos 
naturais para isolar C. vulgaris, Neochloris sp. e Chlamydomonas sp., e Chlorella sp., 
respectivamente. Ao planejamento de pesquisa de efeitos de salinidade em crescimento 
específico, produtividade de lipídeos, perfil de ácidos graxos e propriedades energéticas 
de biodiesel, Pandit, Fulekar e Karuna (2017) adquiriram as espécies, C. vulgaris e 
Acutodesmus obliquus, de estuário, ambiente de transição entre rio e mar, influenciado por 
marés. À otimização de condições abióticas de meio de cultivo para produção alternativa 
de biodiesel de C. vulgaris, Tran et al. (2012), Yeh e Chang (2012) e Elumalai, Prakasam e 
Selvarajan (2011) a isolaram de ecossistema aquático eutrofizado por elementos minerais, 
propositalmente. De acordo com os autores, células sob habitats de alta demanda 
bioquímica são, hipoteticamente, eficazes à síntese de lipídeos por biorremediação de 
efluentes, devido à predisposição metabólica natural. 


Efluentes Agroindustriais 


Há, inclusive, possibilidades de isolamento regular de C. vulgaris, acessando-se 
sistema de cultivo de camarão-de-água-doce, conforme descrito, metodologicamente, por 
Tran et al. (2012) e Yeh e Chang (2012), que pesquisaram transesterificação enzimática 
por lipase de Burkholderia sp. e efeitos de composição de meio e condição de cultivo 
em crescimento celular, produtividade de lipídeos e propriedades energéticas de biodiesel, 
respectivamente. Ji etal. (2013) e Xie etal. (2013) adquiriram células de C. vulgaris, isolando- 
as de estação de tratamento de água e esgoto e lagoa de decantação de efluentes de usina 
sucroenergética, respectivamente. O isolamento de microalgas de efluentes agroindustriais 
é tendência. O acesso a águas residuais de laticínio e municipal proporcionou a Choi, Jang 
e Kan (2018) e Ramesh Kumar et al. (2018), autores das pesquisas científicas, produção 
de biomassa e lipídeos por tratamento de efluente e comparativo de qualidade de biodiesel 
de microalgas sob estresse térmico, culturas puras de Chlorella sp. e Leptolyngbya sp., 
respectivamente. 


Ecossistemas Atípicos 

Fontes geotermais são, notavelmente, recursivas ao isolamento estratégico de 
indivíduos termotolerantes, precisamente: Desmodesmus sp., Scenedesmus sp., Hindakia 
tetrachotoma e Micractinium sp. (ONAY et al., 2014; SMITH-BADORF et al., 2013). A 
capacidade de suportar altas temperaturas é promissora à produção sustentável de 
biomassa, pois amenizaria riscos de contaminação microbiana e, principalmente, custos 
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operacionais de fotobioreatores outdoor, instalados sob clima tropical, eliminando-se 
trocadores de calor e sistema de arrefecimento (ONAY et al., 2014). 


Ao estudo científico de composição bioquímica de C. vulgaris, Hong et al. (2016) 
a isolaram de sistema radicular de Panax ginseng, espécie medicinal comum em países 
asiáticos. Os autores argumentam que, apesar de, relativamente, inexplorada, rizosfera 
abrigaria microalgas com potencial de aplicação à biorrefinaria. 


CULTURA STOCK 


Finalizada a etapa de isolamento, filtram-se e transferem-se, imediatamente, células 
de microalga ao compartimento de cultura pura, planejado para mantê-las sob condições 
ambientais controladas. Protocolos internacionais padronizados à ficologia contemplam 
múltiplas opções de fotobioreator de escala laboratorial, meio de cultivo, temperatura, 
intensidade de iluminação artificial, ciclo fotoperiódico e taxa de injeção de CO,. Todavia, 
é, completamente, possível adaptá-las à finalidade de cultivo, introduzindo-se elementos 
enriquecedores de meio, substituindo-se iluminação fluorescente por painéis de LED, 
variando-se velocidade de agitação pneumática etc. 


À manutenção de células de Chlorella sp. e Nannochloris sp., Jazzar et al. (2015) 
utilizaram meio Conway, modificando-o pela introdução de 100 ug mL” de ampicilina, 
100 ug mL” canamicina e 50 ug mL” de nistatina, substâncias antibióticas que previnem 
contaminação microbiana. Cheirsilp e Torpee (2012), Fan et al., (2012) e Ji et al. (2013) 
preservaram culturas puras de Chlorella sp., Nannochloropsis sp., Chaetoceros sp., 
C. vulgaris, C. pyrenoidosa e C. ellipsoidea em meios BG-11, Endo modificado e BBM, 
respectivamente. A popularidade destes meios é justificada pela regularidade de oferta 
e, principalmente, composição nutricional, riquíssima em macro e micronutrientes, e, 
eventualmente, vitaminas (Tabela 8). 











Meio (g L!) 

Componente 

BBM Bristol MBL Endo Conway Chu-13 
glicose - - - 30 E E 
Nacl = 0,025 = = 100 a 
CaCl,.2H,0 0,1106 0,025 0,0368 0,11 = 0,054 
NaNoO, = 0,75 0,085 - - 
KNO, 1,25 = = 6,29 = 0,2 
MgSO,.7H,0 1 0,075 0,037 1,2 - - 
NaHCO, - - 0,0126 a 0,036 
K,HPO, - 0,075 0,0087 1,2 = 0,04 
KH,PO, 1,25 0,175 - - - - 
Na,O,Si.9H,0 - - 0,0284 - - - 
FeSO,.7H,0 0,0498 - - 0,016 - - 
C,H,Na0O,.2H,0 - - - 0,2 - - 
FeCI,.6H,0 = 0,005 0,00315 0,002 0,0013 = 
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EDTA.2Na 0,5 E 0,00436 E 45 


Citrato de ferro - - - - - 0,01 
Ácido cítrico E E E E E 0,1 
HBO, 0,1142 0,000061 0,001 0,00286 0,0336 0,00285 
MnCl,.4H,0 0,0144 - 0,00018 0,00181 0,00036 0,0018 
NaH,PO,.4H,0 - - - - 0,03 - 
MnSO,.7H,0 - 0,000169 - - - 0,1 
ZnSO,.7H,0 0,0882 0,000287 | 0,000022 0,000022 - 0,00002 
ZnCI, - - - - 0,021 - 
Na,MoO,.2H,0 0,0119 - 0,000006 0,000021 - 0,00005 
(NH ),Mo,0,,.7H,0 - 0,00000124 - - 0,09 - 
CuSO,.5H,0 0,0157 0,0000025 | 0,00001 0,00007 0,02 0,00008 
Co (NO,),.6H,0 0,0049 - E E - - 
CoCI,.6H,0 - - 0,00001 - 0,02 0,00008 
Vitamina B1 = = = = 2 & 
Vitamina B12 - - - - 0,1 - 





Tabela 8. Composição nutricional de meios aplicados à manutenção de culturas puras de 
microalgas 


BENMOUSSA-DAHMEN et al., 2016; CHEIRSILP; THAWECHAI; PRASERTSAN, 2017; FAN etal., 
2012; SUTHAR; VERMA, 2018; XAALDI KALHOR et al., 2016; YEH; CHANG, 2012 


Ao preparo de cultura stock de C. vulgaris, espécie dulcícola adaptada a microclimas 
marinhos, Archanaa et al. (2019) utilizaram os meios, Guillard F/2 e Ryther, incomum 
à produção comercial de biodiesel. Segundo os autores, meios salinos são alternativas 
ao cultivo em larga escala, pois induzem síntese de lipídeos, além de restringirem 
multiplicação e residência bacterianos. Pretendendo-se avaliar resposta de C. vulgaris à 
nutrição(ARCHANAA et al., 2019; DENG et al., 2018; GUMBI et al., 2017; JAZZAR et al., 
2015; ONAY et al., 2014; TALEB et al., 2016; YEN et al., 2013). 


Embora haja múltiplas opções, melhorias em composição nutricional de meios 
de cultivo são demandas imediatas ao estabelecimento de culturas puras: o ideal seria 
associar elementos sob concentrações benéficas ao metabolismo energético, equilibrando- 
se rendimentos produtivos de biomassa e óleo. 


SELEÇÃO 

A seleção de espécies oleaginosas é questão-chave à sustentabilidade de produção 
em escala comercial de biodiesel de microalga: sempre que possível, deve-se optar 
por indivíduos resilientes e produtivos; taxa de crescimento específico, versatilidade 
metabólica, composição bioquímica, facilidade de cultivo, fragilidade celular, viabilidade à 
transesterificação in situ e qualidade de biodiesel são critérios de avaliação complementares 
(ARCHANAA et al., 2019; DENG et al., 2018; GUMBI et al., 2017; JAZZAR et al., 2015; 
ONAY et al., 2014; TALEB et al., 2016; YEN et al., 2013). 


Microalgas Oleaginosas HE 


Critérios 

À seleção das microalgas, Tetranephris brasiliensis, Ankistrodesmus gracilis, 
Ankistrodesmus sp., Desmodesmus subspicatus, C. vulgaris, Desmodesmus sp. e C. 
sorokiniana, Zhang et al. (2014) definiram os critérios: facilidade de cultivo, produtividade e 
composição de biomassa, e teor de lipídeos (Figura 12). Os autores associaram facilidade 
de cultivo ao estabelecimento e operacionalidade de colheita, extração, recuperação e 
purificação de óleo. Sydney et al. (2011) selecionaram Spirulina platensis, Synechococcus 
midulans, Botryococcus braunii, Chlorella kessleri e Neochloris oleoabundans, à produção 
de biodiesel e ficoremediação de água residual municipal, avaliando-se: taxa de crescimento 
específico (Tabela 9), produtividade de biomassa e acúmulo de lipídeos, e capacidade 
de remoção de contaminantes, minerais e orgânicos. Note-se, portanto: complexidade de 
seleção é, diretamente, proporcional à finalidade biotecnológica. 


Abou-Shanab et al. (2011) adotaram facilidade de cultivo, produtividade de biomassa 
(Tabela 10) e qualidade de perfil de ácidos graxos (Tabela 11) à seleção de Scenedesmus 
obliquus, Chlamydomonas mexicana, C. pitschmannii e C. vulgaris. À distinção de 
microalgas à terceira geração de biodiesel, Taleb et al. (2016) consideraram, oportunamente: 
fragilidade celular, produtividade e qualidade de perfil de ácidos graxos de lipídeos. Sob 
a perspectiva dos autores, as espécies marinhas, N. oculata, N. salina, N. granulata, N. 
limnetica e, e dulcícolas, S. obliguus, N. oleoabundans, C. vulgaris e Parachlorella kessleri, 
são candidatos em potencial, devido à facilidade de extração de lipídeos e equilibrada 
relação de hidrocarbonetos saturados e insaturados. Características de crescimento, 
composição bioquímica (Tabela 12) e teor de lipídeos são variáveis essenciais à triagem 
de espécies à produção de biodiesel, químicos finos e, ou, bioprodutos de valor agregado. 
Em média, a biomassa de microalga contém: 5,00 a 23,00 % de carboidratos, 6,00 a 52,00 
% de proteínas e 7,00 a 75,00 % de lipídeos (MUBARAK; SHAIJA; SUCHITHRA, 2015; 
SIALVE; BERNET; BERNARD, 2009). 


Hindakia tetrachotoma =— 
Scenedesmus sp. 

C. protothecoides 
Dunaliella salina 
Chilorella sorokiniana 

C. vulgaris 

C. pyrenoidosa 
Cylindrotheca closterium 
Botryococcus braunii 
Scenedesmus obliquus 
Chiorella protothecoides 
Scenedesmus obliquus 
Neochioris oleoabundans 
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Figura 12. Teor de lipídeos de biomassa de microalgas aplicadas à produção de biodiesel 


FAN et al., 2012; ILLMAN; SCRAGG; SHALES, 2000; KAUR et al., 2012; LIU; WANG; ZHOU, 2008; 
NATRAH et al., 2007; ONAY et al., 2014; PRUVOST et al., 2011; SPOLAORE et al., 2006; SYDNEY et 
al., 2011; TALEBI et al., 2013; TORNABENE et al., 1983; TRAN et al., 2012; XIONG et al., 2008. 
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O teor médio de lipídeos em biomassa de microalgas é, aproximadamente, 30,50 %. 
As espécies, N. oleoabundans, C. vulgaris, C. emersonii, C. minutissima, C. sorokiniana, C. 
protothecoides, Ankistrodesmus gracilis, Botryococcus braunii, S. obliquuse Desmodesmus 
subspicatus extrapolam a expectativa, promovendo-se, portanto, como superacumuladores 
de óleo à biorrefinaria. Segundo Chisti (2007), produtividade de biodiesel de microalga 
desidratada, com teor de lipídeos de 70,0 %, frequentemente, constatado em amostras 
de Neochloris sp. e Chlorella sp., é equivalente a 136.900,00 L ha”!, enquanto conversão 
de material com 30,0 %, retorna, somente, 58.700,00 L ha. Em relação às culturas 
oleaginosas tradicionais, palma, coco, pinhão-manso, canola, soja e milho, microalgas são 
imbatíveis (Figura 13). 
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Figura 13. Produtividade de culturas oleaginosas aplicadas à indústria de biodiesel 
CHISTI, 2007. 


O fato de as demais permanecerem aquém da realidade não descartaria prováveis 
aplicações biotecnológicas, pois disponibilidade de lipídeos totais não significativa, 
necessariamente, qualidade; triacilgliceróis são o foco de produção comercial de biodiesel, 
enquanto ácidos graxos de cadeia longa são, comparativamente, desprezíveis à finalidade, 
mas cobiçadíssimos pelas indústrias alimentícia e farmacêutica, devido a propriedades 
nutracêuticas e terapêuticas (GHIMIRE et al., 2017). 
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Taxa de Tempo de 
E crescimento duplicação ps ca 
Microalga específico poluir Condição Referência 
(u, dr) (d) 
Chlorella sp 0,27-0,37  1,85-252 Eliene do Zhu etal. (2017) 
Ê 3 : ? ; bovinocultura ' 
: Fotobioreator à base 
C. vulgaris 1,26 - do LED Atta et al. (2013) 
Chlorella sp. - 0,63 Meio Zarrouk Calixto et al. (2016) 
. Esgoto doméstico ; 
1,05 municipal Calixto et al. (2016) 
Biocomposto 
- 0,88 de fruticultura/ Calixto et al. (2016) 
horticultura 
- 0,36 Vinhaça Calixto et al. (2016) 
Biocomposto de ; 
E Bila dejetos de avicultura Ralpão baleia) 
Biocomposto de ; 
- 0,07 comade aviário Calixto et al. (2016) 
ida ! 0,95 Meio Zarrouk Calixto et al. (2016) 
Água residual 
- 0,87 municipal Calixto et al. (2016) 
Biocomposto 
- 0,79 de fruticultura/ Calixto et al. (2016) 
horticultura 
- 0,74 Vinhaça Calixto et al. (2016) 
Biocomposto de 3 
. Bea dejetos de avicultura Gisa) 
Biocomposto de Ê 
- 0,53 cata de aviário Calixto et al. (2016) 
L. longiseta - 0,55 Meio Zarrouk Calixto et al. (2016) 
Água residual 
- 0,75 municipal Calixto et al. (2016) 
Biocomposto 
- 0,69 de fruticultura/ Calixto et al. (2016) 
horticultura 
- 0,09 Vinhaça Calixto et al. (2016) 
. Biocomposto de ; 
Dr dejetos de avicultura Rat osob al fed) 
. Biocomposto de ; 
0,39 camada audio Calixto et al. (2016) 
P tetras - 0,81 Meio Zarrouk Calixto et al. (2016) 
Água residual 
- 0,05 municipal Calixto et al. (2016) 
Biocomposto 
- 0,46 de fruticultura/ Calixto et al. (2016) 
horticultura 
- 0,08 Vinhaça Calixto et al. (2016) 
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Biocomposto de 


E aro dejetos de avicultura Calixto et al. (2016) 

E 0,06 ia Calixto et al. (2016) 
C. minor 0,20 - Meio BG-11 e ia 
Neochloris sp. 0,22 - Meio BG-11 e e Chisti 
C. vulgaris 0,30 . Meio BG 11 o e Chisti 
C. vulgaris 0,20 . o E o e e Chisti 
N. salina 0,17 E o Fa , = e e Chisti 
C. tusiformis 0,10 B lo o» es e Chisti 
C. vulgaris 0,11 0,16 DS Sharma et al. (2016) 
C. vulgaris 1,83 E Meio BG-11 o etal. 
C. mexicana 1,65 - Meio BG-11 o etal, 
S. obliquus 1,24 E Meio BG-11 O etal. 
C. pitschmannii 0,61 E Meio BG-11 e etal, 


E ; Meio enriquecido 
C. vulgaris 0,23 com biofóriilizanto Lam e Lee (2012) 


Micractinium sp. 2,4- 6,2 - Meio BG-11 Onay et al. (2014) 
H. tetrachotoma 2,9-4,6 - Meio BG-11 Onay et al. (2014) 
Scenedesmus sp. 3,1-4,0 - Meio BG-11 Onay et al. (2014) 





Tabela 9. Parâmetros cinéticos de microalgas 


Teor de óleo e taxa de crescimento específicos são atributos importantíssimos à 
seleção de espécies: crescimento acelerado evita exposição prolongada a adversidades 
climáticas e, por tanto, resulta considerável rendimento técnico de biomassa (HÔFFNER; 
BARTON, 2014). Desconsiderando-se variabilidade imposta pelo meio, Micractinium 
sp., Hindakia tetrachotoma, Scenedesmus sp., Chlorella sp. e Chlamydomonas sp. se 
destacam pelas expressivas taxas de crescimento específico e, por isso, seriam preferíveis 
à biorrefinaria, em relação às demais espécies exemplificadas. Entretanto, à seleção, deve- 
se contemplar o máximo de critérios possíveis, inclusive, tempo de duplicação celular; o 
equilíbrio entre os parâmetros em questão é primordial à cinética, qualidade de biodiesel e, 
concomitantemente, dispêndio energético de sistema de cultivo (ZHU et al., 2017). 
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Microalga 

S. obliquus 

C. pitschmannii 
C. vulgaris 


C. mexicana 


Biomassa (mg L!) Lipídeos (mg L) Teor lipídeos (%) 


1840,00 530,00 29,00 
1040,00 540,00 51,00 
165,00 440,00 26,00 
1530,00 450,00 29,00 





Tabela 10. Rendimento técnico de microalgas 
ABOU-SHANAB et al., 2011 


A espécie, Chlamydomonas pitschmannii, possui teor de lipídeos, absurdamente, 
superior, comparada à Chlamydomonas mexicana, Scenedesmus obliquus e C. vulgaris. 
O estado de rendimento produtivo é, transitoriamente, mutável por variáveis ambientais e 
tecnologia de cultivo. Embora ponderáveis, habilidades de síntese e estoque de lipídeos 
não traduzem, necessariamente, significativo rendimento produtivo e qualidade tecnológica 
de biodiesel (Figura 14), advertem Onay et al. (2014) e Taleb et al. (2016). Por isso, orienta- 
se analisados, conjuntamente. 
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Figura 14. Produtividade de biomassa, teor de lipídeos e rendimento volumétrico de biodiesel 


de microalgas 
ONAY et al., 2014 








a Espécie 
Ácido graxo (%) 

S. obliquus C. pitschmannii C. vulgaris C. mexicana 
Láurico 11,00 10,00 5,00 34,00 
Mirístico - 8,00 2,00 10,00 
Palmítico 29,00 26,00 22,00 50,00 
Palmitoléico - - 5,00 = 


Heptadecaenóico 
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Esteárico 17,00 20,00 5,00 6,00 


Oleico 20,00 13,00 53,00 - 
Alfa-linoleico - - - - 
Gama-linoleico 23,00 23,00 8,00 - 





Tabela 11. Perfil de ácidos graxos de biodiesel de microalgas 
ABOU-SHANAB et aí., 2011 


Os gêneros, Scenedesmus sp., Chlamydomonas sp. e Chlorella sp., detém 
percentuais de ácido palmítico, relativamente, próximos. A espécie, C. vulgaris, é vantajosa, 
em relação à disponibilidade de ácido oleico, essencial a propriedades energéticas de 
biocombustível e composição de alimentos funcionais; por isso, qualifica-se como matéria- 
prima de múltipla aptidão à biorrefinaria. Os ácidos graxos, regularmente, detectados em 
biodiesel de microalga são: palmítico, esteárico, oleico e linoleico. Estes influenciam grau 
de saturação, valor de lodo, qualidade de ignição, ponto de congelamento de filtro frio, 
estabilidade oxidativa, inflamabilidade, viscosidade cinemática e lubricidade de biodiesel. A 
importância de perfil de ácidos graxos à qualidade e aceitação de biodiesel em mercados 
internacionais justifica, portanto, adotá-lo como critério-chave à seleção de potenciais 
candidatos (ABOU-SHANAB et al., 2011; IDRIS et al., 2017). 








Microalga Proteínas (%) Lipídeos (%) Carboidratos (%) 
A. maxima 60-71 6-7 13-16 
Chaetoceros sp. 43 19 1 

C. reinhardtii 48 21 17 

C. pyrenoidosa 57 2 26 

C. vulgaris 51-58 14-22 12-17 
D. salina 26-57 6- 16 25-32 
E. gracilis 39-61 14-20 14-18 
Rhodomonas sp. 29 19 9 

S. maxima 60-71 6-7 13-16 
S. platensis 46-64 4-9 8-25 

S. obliquus 50 — 56 12-14 10-17 
C. vulgaris 38,55 12,64 47,95 
C. vulgaris 50,87 24,96 20,87 
Desmodesmus sp. 11,0- 34,6 9,6 - 53,8 31,5 - 39,2 


Tabela 12. Composição elementar de biomassa de microalga 


CHACÓN-LEE; GONZÁLEZ-MARINO, 2010; FAN et al., 2012; MARTÍNEZ-FERNÁNDEZ; ACOSTA- 
SALMÓN; SOUTHGATE, 2006; RENAUD; THINH; PARRY, 1999; SIALVE; BERNET; BERNARD, 2009 
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A finalidade de biomassa é, invariavelmente, condicionada à composição elementar. 
À produção de biodiesel, particularmente, prioriza-se matéria-prima rica em lipídeos neutros. 
O teor mínimo aceitável é 40,00 %; caso contrário, há insustentabilidade industrial, devido 
à onerosidade de custos de colheita e extração. Os lipídeos se acumulam sob condições 
específicas. Estas moléculas são classificadas pela extensão de cadeia carbônica: ácidos 
graxos, saturados e monoinsaturados, são úteis à síntese de biodiesel de qualidade 
superior, enquanto polinsaturados, principalmente, eicosapentaenóico (EPA) e docosa- 
hexaenóico (DHA), preferíveis à indústria alimentícia. Apenas 25,00 a 30,00 % dos lipídeos 
sintetizados por microalga são, verdadeiramente, aproveitáveis à transesterificação. As 
etapas de síntese de triacilglicerol são, resumidamente: produção citoplasmática de acetil- 
COA; elongação e dessaturação de cadeias carbônicas de ácidos graxos; e, finalmente, 
formação de triglicerídeo. Nesta rota, a enzima, carboxilase de acetil-COA (ACCase), é 
fundamental à promoção de malonil-COA, precursor de síntese de lipídeos neutros. Ácido 
cítrico e Mg?* são moduladores de ACCase e, portanto, oferecem possibilidades de indução 
de síntese de triacilglicerol em microalgas (GHIMIRE et al., 2017; THAMPY; WAKIL, 1985; 
YEN et al., 2013; ZHU et al., 2017). 


O grupo de carboidratos é integrado por amido, glicose, celulose etc. O amido, 
especificamente, é investido à produção de bioetanol e biohidrogênio, enquanto os 
polissacarídeos, frutose, galactose, glicose, manose e xilose, representam oportunidades de 
negócio à industrialização de alimentos, cosméticos, têxteis, estabilizantes, emulsificantes, 
espessantes e químicos finos. Além das propriedades farmacêuticas, antienvelhecimento, 
antioxidante, antitumoral, anticoagulantes, anti-inflamatória e antiviral, polissacarídeos 
compartilham funcionalidades terapêuticas (ARAD; LEVY-ONTMAN, 2010; CHOCHOIS et 
al., 2009; HEO et al., 2017; JOHN et al., 2011; YEN et al., 2013). 


À bioprospecção de espécies, orienta-se, portanto: individualização de candidatos 
oleaginosos que permitam múltiplas aplicações biotecnológicas, pretendendo-se redução 
ao custo total de produção e consolidação mercadológica de biodiesel de terceira geração. 


IDENTIFICAÇÃO 

Bioprospecção e triagem são importantíssimos à avaliação, comparação e seleção 
de hiperacumuladores de lipídeos neutros. Análise morfológica, sequenciamento genético, 
fluorocromo, cromatografia gasosa, espectrofotometria de massa e plasma são tecnologias 
aplicadas à identificação e mutação de microalgas oleaginosas à terceira geração de 
biodiesel (ARAUJO et al., 2011; MUTANDA; KARTHIKEYAN; BUX, 2011). 


Análise Morfológica e Sequenciamento Genético 


Consolidadas, as tecnologias de identificação, análise morfológica e sequenciamento 
genético, comumente, associadas, consideram, essencialmente: formato e tamanho, 
e similaridade filogenética, respectivamente. Apesar da praticidade e emprego de 
equipamentos de laboratório convencionais, a análise morfológica por microscopia é 
limitada, em relação a semelhanças dimensionais e pigmentos (ABOU-SHANAB et al., 
2011; CHA et al., 2011; GUMBI et al., 2017; ONAY et al., 2014; XIE et al., 2013). 
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Jazzar et al. (2015) identificaram as microalgas, C. vulgaris e Nannochloris sp., 
molecularmente, sequenciando-se o gene, 18s rRNA, previamente, amplificado por PCR; 
enquanto Gumbi et al. (2017), que cultivaram os gêneros, Chlorella sp., Neochloris sp. 
e Chlamydomonas sp., o fizeram, posteriormente, à análise morfológica, polimerizando- 
se primer universal idêntico. À identificação de espécies dos gêneros, Desmodesmus 
sp. Scenedesmus sp., Chlorella sp., e Chlorococcum sp., Kaur et al. (2012) utilizaram 
microscopia eletrônica e sequenciamento do gene, ITS-2 rRNA, devidamente, amplificado 
por PCR. Yeh e Chang (2012) comprovaram a viabilidade de identificação de espécies 
por árvore filogenética, reproduzida pela análise de sequenciamento do gene, 23s rRNA, 
eventualmente, relatado em artigos. Note-se, portanto, a arbitrariedade de escolha de 
primer ao sequenciamento genético de microalgas, pretendendo-se identificá-las por 
filogenia, recurso exploratório complementar à análise morfológica. 


Fluorocromo, Cromatografia Gasosa e Espectrofotometria de Massa 


Análise morfológica e sequenciamento genético não traduzem, necessariamente, 
potencial de acúmulo e qualidade de lipídeos. Portanto, microalgas oleaginosas são, 
alternativamente, identificadas por classificação de células ativadas por fluorescência 
(FACS). Astecnologias, Nile rede BODIPY, possibilitam efetiva distinção de espécies, devido 
à seletividade espectral. Todavia, o emprego de FACS implica limitações: monitoramento 
e avaliação de células, individualmente; onerosos custos de aquisição e manutenção de 
equipamentos e reagentes específicos; e, principalmente, alta probabilidade de inativação 
de células por contaminação (LEE et al., 2013). 


Nile Red 


Econômica e precisa, Nile red, termo técnico designado à substância, 9-etilamino- 
5H-benzo[alfenoxazin-5-ona, detecta glóbulos lipídicos (lipid droplets) estocados em 
organelas especializadas: o corante interage com triacilgliceróis, tornando-os fluorescentes, 
enquanto lipídeos polares mantém coloração padrão. A principal desvantagem da 
tecnologia é a incapacidade de qualificar lipídeos; imprecisão de prognóstico, devido ao 
restrito potencial de penetração em células de parede celular espessa, identifica-se como 
limitação secundária (RUMIN et al., 2015; SELVARAJAN et al., 2015). 


Ao estudo de isolamento, identificação e triagem de microalgas selvagens de 
habitats aquáticos sul-africanos, Gumbi et al. (2017) adotaram os critérios de seleção: 
taxa de crescimento específico, tempo de duplicação celular, produtividade de biomassa 
e qualidade lipídica. Os autores selecionaram os candidatos, Chlorella sp., Neochloris 
sp. e Chlamydomonas sp., identificando-se células ricas em lipídeos neutros pelo 
corante fluorescente, Nile red. Analogamente, Elumalai, Prakasam e Selvarajan (2011) e 
Smith-Bádorf et al. (2013), que estudaram bioprospecção de espécies e perfil de ácidos 
graxos, aplicaram a técnica à identificação de estoques de triacilglicerol, matéria-prima 
indispensável à transesterificação de biodiesel. 
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BODIPY 


Alternativa imediata ao Nile red, BODIPY, método de triagem não-destrutivo, 


composto pela substância natural, 


4,4-difluoro-1,3,5,7-tetrametil-4-bora-3a,4a-diaza- 


s-indaceno, emprega corante verde-claro lipofílico de alto rendimento e sensibilidade 
à identificação de glóbulos lipídicos, evidenciando-os, analogamente. As vantagens 
proporcionadas pela tecnologia à ficologia são: individualização de células em microcápsulas 
de hidrogel de alginato, incrivelmente, manipuláveis; possibilidade de recuperação de 
objeto de estudo, dissolvendo-o em sistema tampão biocompatível; garantia de células 
recuperadas viáveis, devido à impossibilidade de contaminação; impressionantes rapidez 
e precisão. Insustentabilidade econômica, necessidade de equipamentos e reagentes 
específicos e capital humano especializado representam, entretanto, limitações (Tabela 
13). As restrições de BODIPY justificam a bioprospecção de microalgas por cromatografia 
gasosa e, ou, espectrofotometria de massa, técnicas de alta sensibilidade, com melhor 
resolução, precisamente, capazes de identificar e quantificar ácidos graxos (COOPER et 
al., 2010; GOVENDER et al., 2012; HOUNSLOW et a!., 2017; LEE et al., 2013). 


Técnica Vantagens 


Desvantagens 





Praticidade; 
Popularidade; 
Equipamentos e reagentes econômicos 
Não há necessidade de mão-de-obra 
especializada 


Análise morfológica 
e sequenciamento 
genético 


Econômica; 
Confiável; 
Eficaz identificação de lipídeos neutros 


Fluorocromo por 
Nile red 


Confiável; 

Eficaz identificação de lipídeos neutros 
Individualização de células em 
microcápsulas de hidrogel de alginato; 
Possibilidade de recuperação de 
células; 

Garantia de células recuperadas 
viáveis, devido à impossibilidade de 
contaminação; 

Rapidez e precisão 


Fluorocromo por 
BODIPY 


Versatilidade; 
Sensibilidade; 
Poder de resolução; 
Quantificação precisa de ácidos graxos 


Cromatografia e 
espectrofotometria 


Limitada identificação de células, 
morfológica e fenotipicamente, 
próximas 
Impossibilidade de identificação e 
quantificação de lipídeos neutros e 
ácidos graxos 


Incapacidade de qualificação de 
lipídeos neutros 
Restrito potencial de penetração 
Necessidade de equipamentos e 
reagentes específicos, e capital 
humano especializado 


Insustentabilidade econômica; 
Incapacidade de qualificação de 
lipídeos neutros 
Necessidade de equipamentos e 
reagentes específicos, e capital 
humano especializado 


Reprodutibilidade; 
Saturação 





Tabela 13. Vantagens e desvantagens de técnicas de identificação de microalgas oleaginosas 


Lee et al. (2013), responsáveis pela pesquisa científica de análise in situ de 
heterogeneidade em teor de lipídeos em clorofíceas microencapsuladas em hidrogel 
de alginato, identificaram os candidatos, C. vulgaris, Chlamydomonas sp. e B. braunii, 
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aplicando-se o corante fluorescente lipofílico, BODIPY 505/515. Os autores enaltecem 
que a individualização de células em matrizes artificiais é questão-chave ao controle de 
contaminação e reaproveitamento de material. 


Plasma 


Métodos mutagênicos, físicos (raio-x, raio-y, radiação ultravioleta etc.) e químicos 
(alquilantes, azidas etc.), são alternativas ao melhoramento de microrganismos. O plasma, 
particularmente, é aplicado à mutação de microalgas selvagens, previamente, à etapa de 
identificação: o objetivo da tecnologia é otimizá-las, em relação ao rendimento de biomassa 
e, principalmente, síntese e estoque de lipídeos neutros. As principais vias de geração 
de plasma são: descarga de barreira dielétrica e incandescência por radiofrequência; 
comparativamente, a última proporciona eficiente controle de processo de mutação, 
limitado consumo energético e homogeneidade de descarga. A integração de plasma ao 
fluorocromo, cromatografia gasosa e, ou, espectrofotometria de massa seria, inclusive, 
oportuna à melhoria e identificação de hiperacumuladores de lipídeos neutros (CAO et al., 
2017; HOU et al., 2008; RAVINDRAN; JAISWAL, 2016; WANG et al., 2016; ZHANG et al., 
2016). 


APLICAÇÕES BIOTECNOLÓGICAS 


A tecnologia de microalgas é versátil; portanto, possibilita inúmeras aplicações 
biotecnológicas, destacando-se: biocombustíveis, químicos finos e bioprodutos de valor 
agregado, tratamento de efluentes e mitigação de aquecimento global pela assimilação 
fotossintética de gases de efeito estufa (GIRALDO CALDERÓN: DÍAZ BAYONA; 
ATEHORTÚA GARCÉS, 2018). 


Microalgas, predominantemente, oleaginosas aptas ao armazenamento de 
consideráveis teores de proteínas e carboidratos sob microclimas atípicos são alternativas 
ideais à redução de custo total de produção comercial de biodiesel, devido à possibilidade 
de obtenção de matérias-primas valorizadas, industrialmente. As espécies, B. braunii, 
C. vulgaris, Crypthecodinium cohnii, Phaeodactylum tricornutum, Tetraselmis suecia e 
Dunaliella maritime, são alternativas à biorrefinaria, devido à indiscutível qualidade de 
biomassa, composta por lipídeos, ácidos graxos de cadeia longa, exopolissacarídeos 
etc. O gênero, Neochloropsis sp., é excelente fonte proteica à formulação de alimentos 
funcionais e dietas para animais, monogástricos e ruminantes (CHEIRSILP; THAWECHAI; 
PRASERTSAN, 2017; CHISTI, 2007; GIRALDO CALDERÓN; DÍAZ BAYONA; ATEHORTUA 
GARCÉS, 2018; MARUDHUPANDI et al., 2014; RAMESH KUMAR et al., 2018). 


As microalgas, Isochrysis zhangjiangensis, Haematococcus pluvialis e S. rubescens, 
particularmente, destacam-se pela substancial produtividade de lipídeos. Entretanto, o 
material oleaginoso é concentrado em hidrocarbonetos polinsaturados que proporcionam 
instabilidade oxidativa ao biodiesel, tornando-o, problematicamente, transportável e 
armazenável. Os ácidos graxos de cadeia longa, linoleico, eicosapentaenóico e docosa- 
hexaenóico, são atrativos à industrialização de alimentos funcionais e biofármacos. 
Portanto, as espécies em questão se qualificariam como opções ao co-cultivo (DAMIANI et 
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al., 2010; FENG et al., 2011; LIN; LIN, 2011). 


A pesquisa cientifica de remoção de nutrientes e produção de lipídeos por Coelastrella 
sp., cultivada em água residual de suinocultura digerida, aeróbica e anaerobicamente, 
conduzida por Luo et al. (2016), comprova o potencial do gênero ao tratamento de 
efluente. Complementarmente, Lemna aequinoctialis, Oscillatoria tenuis e S. obliquus 
são, tecnicamente, viáveis à produção alternativa de biodiesel pela biorremediação de 
ambientes contaminados por nitrogênio e fósforo (ZHANG et al., 2018; ZHOU et al., 2014). 


Opções ao co-cultivo, C. vulgaris, Fttlia texensis, S. obliquss, A. falcatus, 
Skeletonema marinoi e T. suecica, são possíveis biofloculantes à colheita sustentável 
de biomassa, dificultada pela dimensão, densidade e cargas negativas de células 
em suspensão. A introdução de auto-floculantes ao meio, agregá-las-ia, tornando-as, 
facilmente, removíveis (GUO; YAO; HUANG, 2015, 2015; SALIM et al., 2011; SALIM; 
VERMUÉ; WIJFFELS, 2012; TAYLOR; RAND; CALDWELL, 2012). Registrem-se, portanto, 
aplicações biotecnológicas de microalgas (Tabela 14). 





Microalga Filo Biocomposto(s) Aplicações Referência 
Biodiesel; 
Bio-óleo; 
Biolubrificantes; 
Lipídeos; , Surfactantes; o Giraldo-Calderón, 
B. braunii Chlorophyta Ácidos graxos de dai e Rs Dieyona 
E pAy cadeia longa Biogás: ' Atehortúa-Garcés 
Exopolissacarídeos Biohidrogênio (2018) 
Blocos construtores; 
Biopolímeros; 
Bioplásticos 
Biodiesel; 
Biolubrificantes; 
Surfactantes; Franco Trabucco et 
Bioetanol; al. (2011) 
Lipídeos; Biogás; : : 
Carboidratos; Biohidrogênio; fica 
Proteínas; Pellets Salim. Vermué e 
Aminoácidos; Blocos construtores; Wiiffels (2012) 
Chlorella sp. Chlorophyta  Biofloculantes; Biopolímeros; Xi H et al. (2013) 
Ácidos graxos de Bioplásticos; Álvarez etal (2016) 
cadeia longa; Co-cultivo de biomassa; Unterlander 
Pigmentos Alimentos funcionais; Champagne E 
acção CO,; FRponiC o) 
Corantes: 2 Wong et al. (2017) 
Cosméticos; 
Tratamento de efluentes 
Mandal e Mallick 
a . (2009) 
Pp Salim et al. (2011) 
; Lipídeos; Biolubrificantes; EL eimus o 
S. obliquus Chlorophyta : E = Wijffels (2012) 
Biofloculantes Surfactantes; Gus Yade Luan 
Tratamento de efluentes ' (2015) 9 


Co-cultivo de biomassa Salama et al. (2017) 
Zhang et al. (2018) 
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A. falcatus 


E. texensis 


Coelastrella sp. 


O. tenuis 


N. oculata 


N. salina 


D. tertiolecta 


A. obliguus 


D. abundans 


C. reinhardtii 


P lutheri 


Chlorophyta 


Chlorophyta 


Chlorophyta 


Cyanobacteria 


Ochrophyta 


Chlorophyta 


Chlorophyta 


Chlorophyta 


Chlorophyta 


Chlorophyta 


Haptophyta 


Lipídeos; 


Biofloculantes 


Lipídeos; 


Biofloculantes 


Lipídeos 


Lipídeos 


Lipídeos 


Lipídeos 


Lipídeos; 
Carboidratos 


Lipídeos 


Lipídeos 


Lipídeos 


Lipídeos 


Biodiesel; 
Bio-óleo; 
Biolubrificantes; 
Surfactantes; 
Co-cultivo de biomassa 


Biodiesel; 
Bio-óleo; 
Biolubrificantes; 
Surfactantes; 
Co-cultivo de biomassa 


Biodiesel; 
Bio-óleo; 
Biolubrificantes; 
Surfactantes; 
Tratamento de efluentes 


Biodiesel 
Bio-óleo; 
Biolubrificantes; 
Surfactantes; 
Tratamento de efluentes 


Biodiesel; 
Bio-óleo; 
Biolubrificantes; 
Surfactantes 


Biodiesel; 
Bio-óleo; 
Biolubrificantes; 
Surfactantes 


Biodiesel; 
Bio-óleo; 
Biolubrificantes; 
Surfactantes; 
Bioetanol; 
Biogás; 
Biohidrogênio; 
Blocos construtores; 
Biopolímeros; 
Bioplásticos 


Biodiesel; 
Bio-óleo; 
Biolubrificantes; 
Surfactantes 


Biodiesel; 
Bio-óleo; 
Biolubrificantes; 
Surfactantes 


Biodiesel; 
Bio-óleo; 
Biolubrificantes; 
Surfactantes 


Biodiesel; 
Bio-óleo; 
Biolubrificantes; 
Surfactantes 
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Salim et al. (2011) 
Jayanta, Chandra e 
Chandra (2012) 
Salim, Vermuê e 
Wijffels (2012) 


Salim et al. (2011) 
Salim, Vermuê e 
Wijffels (2012) 


(LUO etal., 2016) 


Zhang et al. (2018) 


Taylor, Rand e 
Caldwell (2012) 
Dianursanti, Sistiafi 
e Putri (2018) 


Chatsungnoen e 
Chisti (2016) 


Lee et al. (2013) 


Pandit, Fulekar e 
Karuna (2017) 


Griffiths e Harrison 
(2009) 


Kim et al. (2013) 
Shah et al. (2014) 


Fan et al. (2014) 


A. subtropical 


Dunaliella sp. 


N. oleoabundans 


S. incrassatulus 


S. abundans 


S. almeriensis 


Desmodesmus 
sp. 


T. suecica 


S. marinoi 


Nannochloropsis 
sp. 


Chlamydomonas 
sp. 


Bacillariophyta Lipídeos 
Chlorophyta Lipídeos 
Lipídeos; 

Ehloropna Carboidratos 
Charophyta Lipídeos 
Charophyta Lipídeos 
Charophyta Lipídeos 
Chlorophyta Lipídeos 
Lipídeos; 

Chlorophyta Biofloculantes 
ins Lipídeos; 

Rantianonnyia Biofloculantes 
Lipídeos; 
Ochrophyta Proteínas 
Chlorophyta Lipídeos 


Biodiesel; 
Bio-óleo; 
Biolubrificantes; 
Surfactantes 


Biodiesel; 
Bio-óleo; 
Biolubrificantes; 
Surfactantes 


Biodiesel; 
Biolubrificantes; 
Surfactantes; 
Bioetanol; 
Biogás; 
Biohidrogênio; 
Blocos construtores; 
Biopolímeros; 
Bioplásticos 


Biodiesel; 
Bio-óleo 
Biolubrificantes; 
Surfactantes 


Biodiesel; 
Bio-óleo 
Biolubrificantes; 
Surfactantes 


Biodiesel; 
Bio-óleo 
Biolubrificantes; 
Surfactantes 


Biodiesel; 
Bio-óleo 
Biolubrificantes; 
Surfactantes 


Biodiesel; 
Bio-óleo; 
Biolubrificantes; 
Surfactantes; 


Co-cultivo de biomassa 


Biodiesel; 
Bio-óleo; 
Biolubrificantes; 
Surfactantes; 


Co-cultivo de biomassa 


Biodiesel; 
Bio-óleo; 
Biolubrificantes; 
Surfactantes; 
Alimentos funcionais; 
Rações; 
Sequestro de CO, 


Biodiesel; 
Bio-óleo; 
Biolubrificantes; 
Surfactantes; 


Tratamento de efluentes 
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Benmoussa-Dahmen 
et al. (2016) 


Benmoussa-Dahmen 
etal. (2016) 


Salim et al. (2011) 
Salim, Vermuê e 
Wijffels (2012) 
Sun et al. (2014) 


Arias-Pefiaranda et 
al. (2013) 
Mandotra et al. 
(2016) 


Arias-Pefiaranda et 
al. (2013) 
Mandotra et al. 
(2016) 


Acién et al. (2012) 


Zhang et al. (2016) 


Salim et al. (2011) 
Salim, Vermuê e 
Wijffels (2012) 


Taylor, Rand e 
Caldwell (2012) 


Cheirsilp, Thawechai 
e Praserisan (2017) 


Calixto et al. (2016) 


Synechocystis 
sp. 


P kessleri 


N. gaditana 


C. minor 


C. fusiformis 


Nannochloris sp. 


E. compressa 


C. meneghiniana 


M. aeruginosa 


Micractinium sp. 


Cyanobacteria 


Chlorophyta 


Ochrophyta 


Chlorophyta 


Bacillariophyta 


Chlorophyta 


Chlorophyta 


Bacillariophyta 


Cyanobacteria 


Chlorophyta 


Lipídeos 


Lipídeos 


Lipídeos 


Lipídeos 


Lipídeos 


Lipídeos 


Lipídeos 


Lipídeos 


Lipídeos 


Lipídeos 


Biodiesel; 
Bio-óleo; 
Biolubrificantes; 
Surfactantes; 


Tratamento de efluentes 


Biodiesel; 
Bio-óleo; 
Biolubrificantes; 
Surfactantes 


Biodiesel; 
Bio-óleo; 
Biolubrificantes; 
Surfactantes 


Biodiesel; 
Bio-óleo; 
Biolubrificantes; 
Surfactantes 


Biodiesel; 
Bio-óleo; 
Biolubrificantes; 
Surfactantes 


Biodiesel; 
Bio-óleo; 
Biolubrificantes; 
Surfactantes 


Biodiesel; 
Bio-óleo; 
Biolubrificantes; 
Surfactantes 


Biodiesel; 
Bio-óleo; 
Biolubrificantes; 
Surfactantes 


Biodiesel; 
Bio-óleo; 
Biolubrificantes; 
Surfactantes 


Biodiesel; 
Bio-óleo; 
Biolubrificantes; 
Surfactantes 


Lal e Das (2016) 


Taleb et al. (2016) 


Taleb et al. (2016) 


Chatsungnoen e 
Chisti (2016) 


Chatsungnoen e 
Chisti (2016) 


Chatsungnoen e 
Chisti (2016) 


Suganya, 


Nagendra-Gandhi e 
Renganathan (2013) 


Wiltshire et al. 
(2000) 


Wiltshire et al. 
(2000) 


Onay et al. (2014) 





Tabela 14. Principais aplicações de microalgas à biorrefinaria 


O filo, Chlorophyta, reúne as principais espécies aplicadas à produção de biodiesel. 
O gênero, Chlorella sp., amplamente, distribuído em ecossistemas aquáticos naturais, 
dulcícolas e marinhos, destaca-se pela diversidade genética, acessibilidade, adaptabilidade 
fisiológica à hostilidade, produtividades de biomassa e lipídeos, qualidade de perfil de ácidos 
graxos e potenciais de ficoremediação de ambientais contaminados e biofixação de CO,. 
Pesquisas o descrevem como componente predominante de comunidade fitoplanctônica. 
Apesar das vantagens, Chlorella sp. é constituída por parede celular, relativamente, 
resistente à digestão anaeróbica. A inércia à degradação microbiana limita reciclagem de 
biomassa residual em processos correlatos à biorrefinaria, como: produção de biogás e 
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biofertilizante (KAUR et al., 2012; MUSSGNUG et al., 2010; SINGH; SINGH, 2014; TALEBI 
et al., 2013). 


As espécies, C. vulgaris, C. saccharophila, C. minutissima, C. sorokiniana, 
C. ellipsoidea, C. zofingiensis, C. pyrenoidosa e C. protothecoides, são excelentes 
acumuladoras de lipídeos neutros, carboidratos, proteínas, aminoácidos, pigmentos 
e ácidos graxo polinsaturados, justificando-se, portanto, a preferência, em relação à 
seleção de microalgas à biorrefinaria. Pesquisas científicas comprovam: C. vulgaris é, 
impressionantemente, capaz de estocar 70,0 a 80,0 % de lipídeos. Potencial bioquímico de 
metano e eficácia ao tratamento de efluentes, convertendo-os em biomassa útil à geração de 
biocombustíveis, químicos finos e bioprodutos de valor agregado complementam a extensa 
lista de superávits biotecnológicos, tornando-as competitivas à biorrefinaria (CHOI; JANG; 
KAN, 2018; DIANURSANTI; SISTIAFI; PUTRI, 2018; HEMPEL; PETRICK; BEHRENDT, 
2012; HENA et al., 2015; IDRIS et al., 2017; MARUDHUPANDI et a!., 2014; RAMSUNDAR 
etal., 2017; TALEB et al., 2016; WIECZOREK; KUCUKER; KUCHTA, 2014). 
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CULTIVO SUSTENTÁVEL 


A tecnologia de microalgas é, comprovadamente, promissora à terceira geração de 
bicombustíveis. Todavia, considerável necessidade de água-doce e oneroso investimento 
financeiro em aquisição de fertilizantes minerais a tornam, economicamente, inviável 
em larga escala e prejudicial ao meio ambiente, devido ao substancial consumo de 
energia elétrica, dependência de energia fóssil e emissão de gases de efeito estufa à 
atmosfera, principalmente, CO,. Efluentes e resíduos sólidos são, portanto, prováveis 
opções à substituição, parcial ou totalitária, de água-doce e fertilizantes sintéticos. 
Complementarmente, há possibilidade de redução de custo total de produção de biodiesel 
de microalga, anexando-se cultivo a fábricas de bioenergia (MORADI-KHEIBARI; 
AHMADZADEH; HOSSEINI, 2017; RAWAT et al., 2013a). 


EFLUENTES E RESÍDUOS SÓLIDOS 


Efluentes e resíduos sólidos, agropecuários, agroindustriais, florestais e urbanos, 
digeridos, aeróbica ou anaerobicamente, são estratégias de baixo custo à produção 
de microalgas: disponibilidade de carga mineral é, absolutamente, capaz de nutrí-las, 
possibilitando-lhes convertê-la em elementos funcionais à fotossíntese e metabolismo 
energético. Complementarmente à colaboração à redução de demandas de água-doce e 
fertilizantes minerais sintéticos, possibilitam colheita de matéria-prima de ótima qualidade, 
útil à industrialização de biodiesel. A produção de biomassa de microalga por água residual 
necessita, entretanto, de comprovação em escala comercial: turbidez, toxidez e propensão 
natural à contaminação microbiana são problemas que inviabilizam o crescimento celular 
saudável (DENG etal., 2018; LUO etal., 2016; SALAMA etal., 2017; SIVARAMAKRISHNAN; 
INCHAROENSAKDI, 2018). 


Efluentes de bovinocultura leiteira, suinocultura, aquicultura, indústria de celulose 
e papel, processamento de óleo de palma, usina sucroenergética e municípios são 
alternativas, experimentalmente, aplicadas à ficologia. A biodiversidade de microalgas é 
magnífica. Entretanto, há espécies sensíveis a águas residuais concentradas em nitratos 
e fosfatos: níveis de NH4* superiores a 4,0 g L' inibem o crescimento, drasticamente; 
remoção de excesso de amônio por termotratamento a vácuo viabilizaria a multiplicação de 
células de C. vulgaris em efluente de suinocultura, minimamente, diluído. Salinidade e co- 
existência de contaminantes são adversidades complementares que obrigam a seleção de 
indivíduos resilientes, ou seja: aptos à produção de biomassa de qualidade sob restrições 
ambientais (CALIXTO et al., 2016; DENG et al., 2018; GENTILI, 2014; HENA et al., 2015; 
JEBALI etal., 2015; KLIGERMAN; BOUWER, 2015; LAM; LEE, 2012; MANDAL; MALLICK, 
2009; RAMIREZ et al., 2014; ZHU et al., 2017). O cultivo alternativo de C. vulgaris em 
efluente de suinocultura proporciona condições, razoavelmente, satisfatórias à produção 
de lipídeos neutros por ficoremediação de carga mineral. As vantagens da tecnologia 
são: economia de custo de aquisição de fertilizantes minerais, independência de produtos 
químicos nocivos à natureza, conversão de resíduo em biomassa útil e biofixação de CO, 
(JI et al., 2013). Os autores enfatizam que a produtividade de lipídeos e perfil de ácidos 
graxos são, proporcionalmente, influenciados por turbidez; por isso, sugerem diluição de 
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meio que permita completa penetração de luz. 


A turbidez, parâmetro físico de qualidade de meio, influencia produção de lipídeos e 
perfil de ácidos graxos de C. vulgaris., cultivada em água residual de laticínio (Tabela 15), 
devido à insatisfatória transferência de luz (CHOI; JANG; KAN, 2018; MANDOTRA et al., 
2016; ZHU et al., 2017). 





Ácido graxo (%) Água residual x 1 Água residual x 10 Meio BG-11 





Ácido láurico : E E 
Ácido mirístico E E E 


Ácido pentadecanóico - , . 


Ácido palmítico 4,97 10,99 6,38 
Ácido esteárico 52,63 52,95 56,73 
Ácido oleico 16,50 19,80 9,33 
Ácido elaídico - - - 

Ácido linoleico - 11,37 4,43 
Ácido gama-linoleico - 3,21 - 

Ácido araquídico 18,54 29,87 16,15 


Ácido eicosanóico - E E 
Ácido araquidônico - - . 
Ácido docosanóico 7,03 6,52 6,57 
Ácido docosenóico E a , 
Ácido lignocérico - . 





Tabela 15. Perfil de ácidos graxos de C. vulgaris, cultivada em água residual de laticínio diluída 
CHOI; JANG; KAN, 2018 


A multiplicação de células de C. vulgaris em efluente, minimamente, diluído, 
reduz, sensivelmente, os percentuais dos ácidos graxos saturados, palmítico e esteárico, 
importantíssimos à qualidade energética de biodiesel. Todavia, há acréscimo em w-3, 
requisitado à fabricação de alimentos funcionais e biofármacos. Acentuada diluição 
intensifica síntese dos ácidos, palmítico e araquídico, associados ao grau de saturação e 
estabilidade oxidativa de biocombustível, permitindo-lhe estoque e transporte prolongados. 
Adicionalmente, favorece as disponibilidades de w-3 e w-6, hidrocarbonetos de cadeia longa 
de valor agregado. O emprego de água residual de laticínio (diluída) ao cultivo alternativo 
de C. vulgaris é promissor, pois melhoraria o perfil de ácidos graxos, acentuadamente, 
predispondo-o à transesterificação de biodiesel de qualidade superior, priorizado por 
mercados internacionais rigorosos, e refino de bioprodutos de valor agregado, benéficos 
à qualidade de vida social. Água residual de laticínio, rica em nitrogênio, fósforo e matéria 
orgânica, é excelente opção de baixo custo à ficologia. Todavia, há espécies fotoautotróficas 
que crescem, insatisfatoriamente, devido à turbidez. É possível resolver o problema de 
qualidade de transparência de meio, diluindo-o (CHOI; JANG; KAN, 2018; CHOKSHI etal., 
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2016; GONÇALVES; PIRES; SIMÕES, 2017; HENA et al., 2015). 


O cultivo fotoautotrófico de Chlorella sp. em meios alternativos, vinhaça, esgoto 
doméstico e biocomposto de avicultura, à temperatura de 25 + 1 ºC, ciclo fotoperiódico de 
12:12 h, intensidade de iluminação artificial fluorescente de 150 uymols m? s*, conduzido 
por Calixto et al. (2016), reafirma o potencial de efluentes à melhoria de perfil de ácidos 
graxos, principalmente, em relação aos ácidos graxos, palmítico e esteárico (Figura 15). 
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Figura 15. Disponibilidades dos ácidos graxos saturados, palmítico e esteárico, em biomassa 
de Chlorella sp., cultivada em vinhaça, esgoto doméstico e biocomposto de avicultura 


CALIXTO et al., 2016. 


A clorofícea, C. vulgaris, cultivada em vinhaça e água residual de industrialização 
de bioetanol de primeira geração, oferece ótimos rendimentos produtivos de biomassa 
e lipídeos, desde que os efluentes sejam, previamente, digeridos, aeróbica ou 
anaerobicamente, eliminando-se agentes tóxicos à fisiologia. O tratamento convencional 
de vinhaça é oneroso. Por isso, o coproduto é, comumente, aplicado à fertirrigação de 
canavial. Todavia, custos de transporte e manejo de solo são desencorajadores, além de 
haver possibilidade de prejudicar a fertilidade, devido à incidência de compostos, orgânicos 
e minerais, nocivos. A tecnologia de microalgas reaproveitá-la-ia, valorizando-a (MARQUES 
et al., 2013; RYAN et al., 2008; XIE et al., 2013). 


Embora, relativamente, não populares, águas residuais de aquicultura, atividade 
agropecuária que, se manejada, incorretamente, prejudica ecossistemas aquáticos naturais 
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e qualidade de vida social pela emissão de nitrito, principalmente, oportunizam cultivo 
sustentável de microalgas. (SHI; PODOLA; MELKONIAN, 2014). Heidari, Farhadian e 
Mahboobi (2011), autores da pesquisa cientifica de produção de biomassa e ficoremediação 
de amônia e nitrito de efluente de piscicultura por Scenedesmus quadricauda, enfatizam 
o potencial nutritivo do material, sugerindo-o, então, à substituição de água-doce e 
fertilizantes minerais. 


O cultivo de microalgas associado ao manejo de efluentes por fotobioreator vertical 
é a principal tecnologia aplicada ao tratamento de águas residuais e geração de biomassa, 
simultaneamente. As principais vantagens são, indiscutivelmente: escalabilidade, 
significativa capacidade de ficoremediação e economia de custos de instalação e 
manutenção de sistema. Oneroso custo de separação de água tratada e biomassa, e 
insatisfatória produtividade são, entretanto, limitações técnico-econômicas (CHEIRSILP; 
THAWECHAI; PRASERTSAN, 2017; KUMAR et al. 2015; SALAMA et al., 2017; SHI; 
PODOLA; MELKONIAN, 2014; WANG; LIU; LIU, 2015). 


SISTEMAS INTEGRADOS DE PRODUÇÃO BIOENERGÉTICA 


O sistema integrado de produção de biodiesel e biogás de biomassa residual de 
microalga digerida, aerobicamente, planejado por Collet et al. (2011), é estratégia à redução 
de custos e otimização de balanço energético. Segundo os autores, combustão de metano 
gera energia suficiente para superar dispêndios associados às etapas de cultivo e colheita, 
digestão e purificação (Tabela 16). 








Etapa Valor Unidade 
Cultivo e colheita 

Fluxo de lagoa aberta 3,007 mê 
Consumo de nitrogênio 8,85 x 10% Kg 
Consumo de fósforo 2,69x 10% Kg 
Consumo de potássio 1,150 x 10% Kg 
Consumo de CO, 1,172 Kg 
Consumo elétrico de injeção de CO, - 0,0289 kKwh 
Consumo elétrico de agitador mecânico - 0,200 kKwh 


Estabilização 


Fluxo 0,1 mê 
Consumo elétrico - 0,042 kwh 
Centrifugação 

Fluxo 0,02 mê 
Consumo energético - 0,042 kKwh 
Digestão anaeróbica 

Produção de biogás 0,375 mê 
Consumo elétrico de homogeneizador - 0,108 kKwh 
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Consumo elétrico de centrifugador - 0,0252 Kwh 


Consumo térmico de biogás interno - 0,68 kKwh 
Purificação 

Metano, 96 % volume 0,201 mê 
Consumo elétrico - 0,083 kKwh 
Consumo de água - 0,067 mê 
SUBTOTAL -1,151 Kwh 
Combustão 

Metano + 2,00 Kwh 
SALDO + 0,849 Kwh 





Tabela 16. Fluxos de energia e massa gerados pela produção de 1 kg de biomassa de 
microalga, aplicada à produção integrada de biodiesel e biogás 


COLLET et al., 2011 


Cogitando-se melhorias à produção integrada de biodiesel de terceira geração em 
sistema de lagoas superficiais amplas, Maranduba et al. (2016) avaliaram os cenários: (1) 
pirólise de coprodutos de cultivo de microalga; (Il) co-digestão anaeróbica de biomassa 
residual e resíduos sólidos de bovinocultura de corte; (III) pirólise de biomassa residual 
e destilaria de bioetanol de cana-de-açúcar; e (IV) co-digestão anaeróbica de biomassa 
residual e destilaria de bioetanol. Os autores comprovaram ótimos balanço energético e 
relação de energia fóssil em Il e III, respectivamente, atribuindo-os ao notável potencial 
de síntese de óleo pirolítico e reaproveitamento de glicerol. A vantagem dos cenários 
remanescentes é o biogás. 


Alternativa econômica à conversão de carga mineral disponível em águas residuais 
em bioprodutos de valor agregado e recursos energéticos sustentáveis, o sistema de 
fotobioreator vertical otimizado por biofilme de microalgas, proposto por Zhang et al. (2018), 
consome, diariamente: 7,52; 6,76e 0,11 gm?de CO,, nitrogênio e fósforo, respectivamente; 
as produtividades de lipídeos, proteínas e carboidratos são, respectivamente: 7,47; 10,10 
e 10,69 a 14,20 t ha! ano”. Os rendimentos de metano, biodiesel e energia térmica são, 
aproximadamente: 21,47 a 29,14 mº ha! ano”, 0,57 a 1,15 t ha! e 46,46 x 10º MJ ha 
!, respectivamente. O considerável volume de metano gerado compensa a restrita 
produtividade de biodiesel, ressaltam os autores. 
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INDUÇÃO DE SÍNTESE DE LIPÍDEOS 


Nutrição, iluminação artificial, ciclo fotoperiódico, temperatura, pH e CO, são, 
inquestionavelmente, os principais fatores que alteram síntese e composição de lipídeos. 
Manipulá-los significaria, portanto, regular rotas bioquímicas associadas à produção de 
triacilgliceróis (CHO et al., 2013; SUTHAR; VERMA, 2018). 


NUTRIÇÃO 

A síntese atípica de lipídeos é desencadeada por condições de estresse, 
principalmente, em relação à disponibilidade de nutrientes. Nitrogênio (N) e fósforo (P) 
são elementos-chave ao crescimento: o primeiro é essencial à síntese de proteínas e 
pigmentos, enquanto o último afeta geração e transferência energéticas, e multiplicação 
celular. Privação nitrogenada altera dinâmica de carbono e, consequentemente, induz o 
indivíduo à produção de lipídeos, ao invés de proteínas e carboidratos, favorecidos em 
meios concentrados em Ne P. A estratégia de controle de nutrição é estimular mecanismos 
adaptativos latentes (IDRIS et al., 2017). 


Wong et al. (2017) maximizaram o teor de lipídeos em C. vulgaris, multiplicando-a 
sob limitada oferta de fósforo. Há relação direta entre teor de lipídeos e duração de estresse 
nutricional (ZHU et al., 2017). Pruvost et al. (2011) alteraram, sensivelmente, percentuais 
de lipídeos em C. vulgaris, Neochloris oleoabundans e Cylindrotheca closterium, expondo- 
as à restrição nitrogenada (Figura 16). 
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Figura 16. Produção de lipídeos das microalgas, C. vulgaris, Neochloris oleoabundans e 
Cylindrotheca closterium, cultivadas sob restrição nitrogenada 


PRUVOST etal., 2011. 


Indução de Síntese de Lipídeos 





Os mecanismos de síntese de lipídeos, em microalgas sob restrição nutricional, são, 
especificamente, regulados por inúmeros genes, incluindo-se: B-cetoacetil-ACP sintase II, 
A9-estearoil-ACP desaturase, oleoil-ACP tioesterase, A12 desaturase e A15 desaturase. 
Por isso, é, completamente, natural que microalgas sob condições de privação nitrogenada 
idênticas proporcionem distintos percentuais de lipídeos (PRUVOST et al., 2011). 


Embora promova síntese de lipídeos, limitada disponibilidade de nutrientes afeta 
ritmo de crescimento específico e, consequentemente, produtividade de biomassa. Por 
isso, orienta-se promovê-la, cautelosamente. Sistemas de cultivo organizados em etapas 
complementares de restrição e suplementação nutricionais possibilitam ótimos rendimentos 
de lipídeos e biomassa, simultaneamente: insatisfatória concentração celular inicial, devido 
à oferta controlada de nitratos e fosfatos, é, posteriormente, compensada pela aplicação de 
nutrientes em fase exponencial (MUJTABA et al., 2012; XIE et al., 2013). 


O estudo científico de intensificação de produção de biodiesel de C. vulgaris, 
cultivada sob restrição nutricional, realizado por Jeon et al. (2017), comprova que, além 
de nitrogênio e fósforo, nanopartículas de sílica estimulam síntese de lipídeos. Restrição 
nutricional é, consensualmente, a principal estratégia aplicada à indução de síntese de 
lipídeos (YEN et al., 2013). 


ILUMINAÇÃO ARTIFICIAL 


Intensidade e qualidade de iluminação artificial afetam eficiência fotossintética e, 
invariavelmente, crescimento específico e síntese de lipídeos. À obtenção de máxima 
produtividade, deve-se distribuir a luz pelo fotobioreator, uniformemente. O estresse 
luminoso altera conteúdo e qualidade de óleo em C. pyrenoidosa, Scenedesmus sp., 
Amphora subtropical e Dunaliella sp.: sob alta intensidade, há decréscimo em teor de 
lipídeos polares, enquanto triglicerídeos são beneficiados. Por isso, a importância de fonte 
de fótons (BENMOUSSA-DAHMEN et al., 2016; FAN et al., 2014; PANCHA; CHOKSHI; 
MISHRA, 2015; WAHIDIN; IDRIS; SHALEH, 2016; YEN et al., 2013). 


O estudo científico de cultivo de C. vulgaris em fotobioreator iluminado por painel 
de LED, conduzido por Atta et al. (2013), revela: intensidade luminosa de 200 umols fótons 
m? s?, associada ao ciclo fotoperiódico de 12: 12 h, proporciona máximo teor de lipídeos. 
Intensidades superiores limitam o crescimento por foto-oxidação, fenômeno que ocasiona 
danos ao fotossistema Il, anexado à membrana de tilacóide. O problema é resolvido, 
adequando-se fotoperíodo. A tecnologia de LED é alternativa imediata à fluorescência. Os 
principais benefícios, técnico-econômicos, são: restrito consumo energético, longevidade e 
limitada dissipação de calor, completam os autores. 


CICLO FOTOPERIÓDICO 

O fotoperíodo é essencial ao crescimento microalgal: alternância de horas de luz e 
escuro determina, parcialmente, saldos de ATP e NADP, em fase fotoquímica. Os substratos 
energéticos em questão são precursores de síntese de glicose, monossacarídeo produzido 
em regime de fotoindependência. Equilibrá-lo significaria, portanto, induzir ou inibir rotas 
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bioquímicas de lipídeos, proteínas, carboidratos etc. 


A pesquisa científica de produção de C. vulgaris sob condições abióticas variáveis, 
conduzido por Suthar e Verma (2018), indica que o ciclo fotoperiódico ideal à indução de 
síntese de lipídeos é 18: 6h. O excesso de luz a inibiria por saturação, advertem os autores. 
Lam e Lee (2012) comprovaram, previamente, o fato, ao experimentarem os fotoperíodos, 
2:22,6:18,9:15,12:12€e 24:0h, ao cultivo alternativo de C. vulgaris em meios compostos 
por biofertilizantes, e ajustarem regressões polinomiais à produção de lipídeos. Sob a 
perspectiva dos autores, extremos de fotoperíodo são desfavoráveis à fotossíntese líquida 
e expressão de genes associados a substâncias lipídicas. 


TEMPERATURA 


A temperatura influencia crescimento específico, concentração e composição de 
biomassa, produtividade e perfil de ácidos graxos de lipídeos. Em Nannochloropsis salina 
e Ochromonas danica, especialmente, há intensificação de concentração de triacilgliceróis, 
à medida que a variável física se eleva. Existe, entretanto, microalga, circunstancialmente, 
indiferente ao estímulo térmico: C. sorokiniana (CHOKSHI et al., 2016; HU et al., 2008; 
RAMESH KUMAR et al., 2018). 


Segundo Suthar e Verma (2018), que multiplicaram células de C. vulgaris, 
fotoautotroficamente, expondo-as a pH 8,0, ciclo fotoperiódico de 18: 6 h, 50 e 17,5 mg 
L* de nitrato e fosfato, respectivamente, temperaturas superiores a 30 “C induzem ao 
acúmulo de lipídeos, devido a estresses provocados por limitada produção de biomassa, 
ineficiente absorção de luz e complicada transferência energética. Ramesh Kumar et al. 
(2018) corroboraram o fato, ao submeterem a clorofícea — mantida sob fotoperíodo de 
12: 12 h e intensidade de iluminação de 2000 lux — à temperatura de 550 ºC, por 2 h, 
intermitentemente. 


PH 


O pH influencia taxa de difusão de CO, e acessibilidade a nutrientes essenciais ao 
crescimento específico e concentração de biomassa: valores inferiores a 5,0, ou superiores 
a 9,0, inibem, consideravelmente, fotossíntese e rotas bioquímicas associadas à síntese de 
carboidratos, lipídeos e proteínas; por isso, é, completamente, possível regular produção de 
óleo, estressando-se o meio pela adição de substâncias que alteram concentração de íons 
de hidrogênio em solução (SUTHAR; VERMA, 2018; WAHIDIN; IDRIS; SHALEH, 2016). 


SUBSTÂNCIAS: QUÍMICAS, ORGÂNICAS E BIOLÓGICAS 


Soluções técnico-econômicas à glicose comercial, substrato de estimada utilidade 
industrial, glicerol e acetato de sódio oferecem possibilidades de indução de síntese de 
lipídeos em C. vulgaris. O crescimento de microalga pelo consumo exclusivo de acetato 
de sódio é denominado ciclo de glioxilato, associado, indiretamente, a rotas bioquímicas 
de produção de hidrocarbonetos oleaginosos (ESTÉVEZ-LANDAZÁBAL et al., 2013). O 
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estresse salino é, complementarmente, aplicado às espécies, Desmodesmus abundans, 
Chlamydomonas reinhardtii, Pavlova lutherie C. pyrenoidosa; os resultados de produtividade 
de lipídeos são virtuosos e comprovam a eficácia da técnica (FAN etal., 2014; GRIFFITHS; 
HARRISON, 2009; SHAH et al., 2014; XIA et al., 2014). 


A brefeldina, antiviral de lactona sintetizado pelo agente fúngico, Penicillium 
brefeldiamum, aplicada em Chlamydomonas reinhardtii e C. vulgaris, estimula produção 
de lipídeos e melhora perfil de ácidos graxos, principalmente, em relação hidrocarbonetos 
saturados, palmítico e esteárico. A síntese induzida de triacilgliceróis é provocada pelo 
efeito modulador da substância biológica em atividade co-enzimática de acetil-COA, 
composto intermediário indispensável ao metabolismo celular (KIM et al., 2013). 
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TÉCNICAS DE COLHEITA DE BIOMASSA, PRÉ- 
TRATAMENTO E EXTRAÇÃO DE LIPÍDEOS 


Processos intermediários de produção de biodiesel de terceira geração, colheita de 
biomassa e extração de lipídeos são onerosos, economicamente, e prejudiciais ao meio 
ambiente e qualidade de vida social, pois emitem substâncias tóxicas. Por isso, há urgência 
em melhorá-los, sustentavelmente. Propostas à centrifugação e solventes orgânicos, 
populares em escala industrial, incluem: floculação, filtração, flotação, sedimentação e 
imobilização, transesterificação in situ, líquidos iônicos e supercríticos etc. Métodos de pré- 
tratamento, fundamentados em lise celular, complementam-nas (CHEIRSILP; THAWECHAI; 
PRASERTSAN, 2017; GHIMIRE et al., 2017; UMMALYMA et al., 2017). 


COLHEITA 


Etapa crítica à sustentabilidade de biorrefinaria, a colheita de biomassa em 
suspensão representa 20 a 30 % do custo total de síntese de biodiesel. Diminuto tamanho 
celular (50 um), insignificantes concentração de biomassa (0,5 a 5,0 g L''), densidade e 
gravidade específicas, e carga superficial negativa (- 7,5 a - 40,0 mV) são as principais 
características de microalga que a tornam desafiadora; grupos funcionais próton-ativos, 
carboxílico, hidroxila, amina, fosfórico etc., são responsáveis pela dispersão de células 
em meio de cultivo, principalmente, em fase exponencial de crescimento (GHERNAOUT; 
GHERNAOUT, 2012; MATA; MARTINS; CAETANO, 2010; UMMALY MA et al., 2017). 


As técnicas, convencionalmente, aplicadas à colheita são: centrifugação, filtração, 
floculação, flotação, biofloculação, sedimentação, imobilização e coagulação. À escolha, 
orienta-se considerar, impreterivelmente, finalidade de cultivo: flotação e centrifugação, 
particularmente, são ideais à produção em larga escala de biocombustíveis, enquanto 
eletroforese, adequada à colheita de biomassa para industrialização de químicos finos e 
bioprodutos de valor agregado, pois é, relativamente, dispendiosa, devido ao expressivo 
consumo energético, insatisfatória capacidade operacional e necessidade de equipamentos 
e reagentes específicos. Custo acessível, baixo potencial de impacto ambiental, 
aplicabilidade e escalabilidade são, portanto, características desejáveis (CHEIRSILP; 
THAWECHAI; PRASERTSAN, 2017; LAL; DAS, 2016; SHARMA et al., 2016; SHEN et al., 
2015; UMMALYMA et al., 2017; VANDAMME et al., 2011; VONSHAK; RICHMOND, 1988; 
ZHANG et al., 2010, 2016). 


Centrifugação 

A maioria das plantas industriais de produção de biodiesel de microalga emprega 
centrifugação à colheita de biomassa. Apesar de, aparentemente, onerosa, a tecnologia é 
viável, desde que químicos finos e bioprodutos valorizados pelas indústrias, alimentícia, 
farmacêutica, cosmética e têxtil, sejam, estrategicamente, gerados para compensar 
significativo consumo de energia elétrica, custos operacionais e moderada qualidade de 
biocombustível (CHATSUNGNOEN; CHISTI, 2016; HEO et al., 2017; LAL; DAS, 2016). 


À avaliação técnica de método de extração e quantificação de lipídeos para 
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produção em escala de biodiesel de microalga, Lohman et al. (2013) colheram as 
espécies, P. tricornutum, C. reinhardtiie C. vulgaris, aplicando-se força centrífuga de 5800 
g, à temperatura de 4 ºC, por 10 minutos. Os autores pontuaram secagem como fator 
antieconômico e extração de lipídeos de biomassa integral úmida como possível solução. 
(AL-LWAYZY; YUSAF; AL-JUBOORI, 2014). Hu et al. (2014), responsáveis pela pesquisa 
científica de produção de lipídeos para síntese de biodiesel, integrada à biofixação de CO», 
efetuaram colheita de biomassa de C. vulgaris a 20000 g, por 15 minutos. Os parâmetros 
de centrifugação, velocidade de rotação ou força, temperatura e tempo de trabalho, são 
definidos por resistência mecânica celular, particular à espécie, tecnologia disponível e 
finalidade de cultivo, principalmente (Tabela 18). 





velncidade da Temperatura | Tempo 





Microalga rotação ou força (ºC) (min) Referência 
centrífuga 

C. vulgaris 8000 rpm é 10 Du RE 
Chlorella sp.; , ns 
Nannochioropsis sp. 1585 g 15 Cheirsilp e Torpee (2012) 
C. vulgaris 9056 g - 10 Tran et al. (2012) 
Chlorella sp. 5000 rpm - 15 Zhu et al. (2017) 
C. vulgaris; . 
B. braunii 16000 rpm 25 Sydney et al. (2011) 
Chlorella sp.; a 
Chlorococcum sp. 4000 rpm 10 Pan et al. (2017) 
C. vulgaris 170009 E 10 a di E 
Chlorella sp.; 
Neochloris sp.; 5000 rpm - 5 Gumbi et al. (2017) 
Chlamydomonas sp. 
C. vulgaris; Dianursanti, Sistiafi e Putri 
N. oculata RNAm e = (2018) 
C. vulgaris 4500 rpm 4 15 Choi, Jang e Kan (2018) 
C. vulgaris 5800 g 4 10 Lohman et al. (2013) 
P tricornutum; 
C. reinhardtii; 20000 g - 15 Hu et al. (2014) 
C. vulgaris 





Tabela 18. Parâmetros de centrifugação aplicada à colheita de microalgas 


Há espécies que permitem colheita por filtração. Todavia, deposição de material 
orgânico extracelular em membrana causa obstrução de malha, tornando-a intransigente 
à limpeza, ou inutilizável. Complementarmente, é possível colher células suspensas por 
imobilização, aplicando-se a técnica de retenção ou aprisionamento em hidrogel de alginato, 
matriz biocompatível à solução tampão de carbonato de sódio; o produto é preferido à 
substituição de centrifugação pela inofensividade à natureza e sociedade, economia de 
custo de energia elétrica e praticidade em escala comercial (BABEL; TAKIZAWA, 2010; 
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CHEIRSILP; THAWECHAI; PRASERTSAN, 2017). 


Floculação 


Estabilidade celular é, principalmente, afetada por flutuabilidade, mobilidade 
e natureza eletroquímica superficial. O princípio de floculação é, portanto: promover 
agregação e sedimentação de biomassa por neutralização ou redução parcial de cargas 
negativas, introduzindo-se ao meio de cultivo, cátions multivalentes e, ou, polímeros 
(GONZÁLEZ-FERNÁNDEZ; BALLESTEROS, 2013; LAL; DAS, 2016). 


Sulfatos e cloretos de ferro e alumínio, comuns ao tratamento de água e esgoto 
infestados por fitoplanctons, são exemplos notáveis de sais inorgânicos aplicados à colheita 
de biomassa por floculação (PAPAZI; MAKRIDIS; DIVANACH, 2010; SHARMA et al., 2016). 
Sob a perspectiva de Chatsungnoen e Chisti (2016), tipo de floculante químico, além de 
pontual à eficiência de colheita, altera, irrisoriamente, disponibilidade de lipídeos em C. 
minor, C. vulgaris, C. fusiformis, Neochloris sp. e Neochloropsis salina (Figura 17). 
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Figura 17. Teor de lipídeos em microalgas colhidas por floculação química 
CHATSUNGNOEN; CHISTI, 2016. 


Apesar de atrativa à biorrefinaria, devido ao baixo custo e eficiência de colheita 
(Tabela 19), floculação química inviabiliza células, altera pigmentação e afeta condições 
de meio, tornando-o, circunstancialmente, inabitável; adsorção de material inorgânico à 
biomassae, consequentemente, insatisfatórios processos de extração solvente, recuperação 
e purificação de lipídeos neutros constituem desvantagens adicionais (CHATSUNGNOEN; 
CHISTI, 2016; PAPAZI; MAKRIDIS; DIVANACH, 2010). 
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Microalga 








Método - Custo (INR kg) 
Chlorella sp. Synechocystis sp. 

Autofloculação por controle de pH 82,0 - - 

Floculação química por FeCl, 98,0 87,0 160,0 

Floculação química por Al 98,0 93,0 210,0 

Biofloculação por quitosana 98,0 88,0 1066,0 

Eletro-floculação 98,0 93,4 79,80 





Tabela 19. Eficiência percentual e custo de colheita de métodos de floculação aplicados à 
produção de microalgas oleaginosas 


LAL; DAS, 2016 


Álvarez et al. (2016) corroboraram, parcialmente, os resultados prévios, ao 
experimentarem floculação, biofloculação e sedimentação à colheita alternativa de 
biomassa, e concluírem que os materiais inorgânicos, cloreto de alumínio, iodato de 
potássio e sulfato de cobre, são mais eficientes que ágar e goma-guar, polissacarídeo 
extraído de Cyamopsis sp., gênero nativo da Índia. O rendimento técnico de floculante 
é, basicamente, influenciado por tipo e concentração, e densidade de células, discutem 
Salama et al. (2016), responsáveis pelo estudo científico de viabilidade de drenagem de 
mina ácida, rica em Fe? e Alº, à colheita sustentável das microalgas dulcícolas, S. obliquus 
e C. vulgaris. 


Floculantes, metálicos e magnéticos, são confiáveis e exibem excelente capacidade 
de agregação de partículas em suspensão. Todavia, são, relativamente, onerosos e 
oferecem risco de contaminação ao cultivo (GRANADOS et al., 2012; LIM et al., 2012; 
PROCHAZKOVA; KASTANEK; BRANYIK, 2015). A respeito de eletro-floculação, Shuman 
et al. (2014) e Vandamme et al. (2011) advertem: o método é sustentável, independente 
à adição de químicos; porém, há necessidade de confirmação em escala. Não haveria, 
portanto, solução única à colheita de biomassa por floculação (Tabela 20). Por isso, orienta- 
se avaliá-la, considerando-se: espécie de microalga, tecnologia de cultivo, finalidade de 
biomassa, e categoria, expansividade, toxicidade, concentração e custo de floculante; 
o material desejável deve ser inexpansivo, atóxico e eficiente em dosagem restrita 
(MILLEDGE; HEAVEN, 2013; UMMALYMA et al., 2017). 
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Tecnologia Vantagens Desvantagens Referência 





Floculantes Confiável; Enriquecimento de 


metálicos Estabelecida biomassa; Toxicidade Granados et al. (2012) 


Limitadas dosagens de Vandamme et al. (2011) 


Biopolímeros ms Onerosidade Roselet, Burkert e Abreu 
biológicos (2016) 
Elseulanigs Excelente capacidade Onerosidade; Lim et al. (2012) 
higanóticos de separação por força Efetivo sob escala Prochazkova, Kastanek e 
9 magnética laboratorial Branyik (2015) 
Confiável; : ; 
E : o A a Enriquecimento Vandamme et al. (2011) 
Eletrocoagulação Restrita exigência ss : 
energética metálico de biomassa Shuman et al. (2014) 
g = Sustentável; Necessidade de González-Fernández e 
Eiatioquáção Produtos biológicos confirmação em escala Ballesteros (2013) 





Tabela 20. Vantagens e desvantagens de tecnologias de floculação aplicadas à colheita de 
microalgas 


Análise de ciclo de vida de sistema híbrido, caracterizado por bateria de 
fotobioreatores integrada ao sistema de lagoas superficiais amplas, realizada por 
Adesanya et al. (2014), revela: potencial de aquecimento global e exigência de energia 
fóssil de floculação são inferiores, em relação à centrifugação, prejudicada, justamente, pela 
necessidade de secagem de biomassa. Complementarmente, há estudos que comprovam: 
custos de centrifugação e floculação são equivalentes a 0,80 e 0,70 US$ kg! de biomassa, 
respectivamente. Registrem-se, portanto, vantagens de floculação ao cultivo de microalgas 
oleaginosas. 


Biofloculação 


A biofloculação, análogo à floculação, caracteriza-se pela agregação de sólidos 
suspensos por intervenção de polímeros extracelulares, como polissacarídeos e proteínas, 
derivados de animais, vegetais e microrganismos, fúngicos e bacterianos. Diversidade e 
acessibilidade de bioprodutos, seletividade, aplicabilidade e biodegradabilidade são fatores 
que a promovem à colheita alternativa de biomassa de microalga (ALAM et al., 2016; 
UMMALYMA et al., 2017). 


Proteínas extraídas de semente de Moringa oleifera e inulina catiônica são excelentes 
opções à biofloculação de Chlorella sp. e Botryococcus sp., afirmam Abdul Hamid et al. 
(2014) e Rahul et al. (2015), que experimentaram biopolímeros à colheita de biomassa; os 
estudos constataram eficiências próximas a 90,0 %. A agregação de partículas coloidais por 
quitosana e goma-guar ocorre por interação de matriz extracelular de microalga e açúcares, 
principalmente, glicose, xilose, galactose, manose, celulose e pectina. Em relação à inulina, 
polissacarídeo de frutose, haveria conexão eletrostática (RAHUL et al., 2015). Produtos 
vegetais são, comprovadamente, eficazes à biofloculação de microalgas, candidatando-se, 
portanto, à substituição de floculação química e, ou, centrifugação (Tabela 21). 
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Eficiência 





Produto Microalga (%) Referências 
Vegetal 
Moringa oleifera Chlorella sp. 90 Abdul Hamid et al. (2014) 
Goma-guar Chlamydomonas sp. 84 Banerjee et al. (2013) 
Goma-guar Chlorella sp. 92 Banerjee et al. (2013) 
S. potatorum Chlorella vulgaris 99,7 Abdul Razack et al. (2015) 
Inulina Botryococcus sp. 88,6 Rahul et al. (2015) 
Bacteriano 
B. subtilis B. braunii 92 (ZHENG et al., 2012) 
S. silvestris N. oceanica 90 (ZHENG et al., 2012) 
E. coli C. zofingiensis 83 Agbakpe et al. (2014) 
B. licheniformis Desmodesmus sp. 92 Ndikubwimana et al. (2015) 
Fúngico 
C. echinulata C. vulgaris 99 Xie et al. (2013) 
A. nomius C. vulgaris 97 Talukder, Das e Wu (2014) 
A. nomius Nannochloropsis sp. 94 Talukder, Das e Wu (2014) 
A. fumigatus T. suecica 90 Muradov et al. (2015) 
S. bayanus Chlamydomonas sp. 95 Diaz-Santos et al. (2015) 
S. bayanus Picochlorum sp. 75 Diaz-Santos et al. (2015) 
1. fumosorosea C. sorokiniana 97 Mackay et al. (2015) 
A. fumigatus C. protothecoides 90 Muradov et al. (2015) 
S. pastorianus C. vulgaris 90 iss o Ed e 
Floculação espontânea 
E. texensis C. vulgaris 55 o pd o 
A. falcatus C. vulgaris 50 Eau pa nr 
T. suecica N. oleoabundans 72 ER Nes Es 
S. marinoi N. oculata 95 Taylor, Rand e Caldwell (2012) 
S. obliquus S. obliquus 80 Guo et al. (2013) 
S. obliquus C. vulgaris 85 Guo et al. (2013) 
C. vulgaris C. vulgaris CNWT1 80 Alam et al. (2014) 
Autofloculação por controle de pH 
10,2 C. calcitrans 90 Harith et al. (2009) 
9 Nannochloropsis sp. 90 Wu etal. (2012) 
9 P tricornutum 90 Wu etal. (2012) 
4,5 C. nivale >90 Liu et al. (2013) 
12 Chlorococcum sp. 94 Ummalyma et al. (2017) 
5 C. vulgaris 92,5 Sharma et al. (2016) 





Tabela 21. Estratégias de biofloculação aplicadas à colheita alternativa de microalgas 
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A quitosana, constituinte de exoesqueleto de crustáceos, produzido por 
desacetilação de quitina, é polímero catiônico atóxico e biodegradável. Sob acidez, 
caracteriza-se pela ocorrência de aminas eletropositivas que se adsorvem a superfícies 
eletronegativas; por isso, há possibilidade de aplicá-la à biofloculação. Embora detenha 
propriedades interessantes à ficologia, o biofloculante necessita de confirmação em larga 
escala (CARVER et al., 2011; CHEN et al., 2011; LAL; DAS, 2016; LERTSUTTHIWONG; 
SUTTI; POWTONGSOOK, 2009). 


Biofloculantes microbianos são categorizados em bacterianos e fúngicos. O ácido 
y-glutâmico, aminoácido não essencial, secretado por bactérias, é, alternativamente, 
empregado à colheita de biomassa. Ótima relação custo/benefício, aplicabilidade 
e inocuidade ao metabolismo de microalga são vantagens comparativas, enquanto 
possibilidades de contaminação interespecífica e inabilitação de biomassa para propósitos 
alimentícios, limitações (RAWAT et al., 2011; UMMALYMA et al., 2017; ZHENG et al., 2012). 
A aplicação de Bacillus subtilis e B. licheniformis ao co-cultivo das microalgas, B. braunii 
e Desmodesmus sp., respectivamente, proporciona impressionantes 92,0 % de eficiência 
à colheita (NDIKUBWIMANA et al., 2015; ZHENG et al., 2012). Complementarmente, 
biofloculação de Chlorella sp., Nannochloropsis sp. e Tetraselmis sp., explorando-se 
fungos do gênero Aspergillus sp., expressa resultados, relativamente, parelhos: 90,0 a 99,0 
% (MURADOV et al., 2015; TALUKDER; DAS; WU, 2014; XIE et al., 2013). Os agentes, 
Aspergillus sp. e Phanerochaete sp., promovem agregação de células por filamentação 
esporo-coagulante, enquanto Rhizopus sp., Mucor sp. e Penicillium sp., O realizam por 
micélio, estrutura vegetativa que possui carga equivalente a 46,1 mV, neutralizante à 
eletronegatividade de superfície celular de microalga (GULTOM; HU, 2013; UMMALYMA et 
al., 2017). Biofloculantes microbianos são econômicos. Há, inclusive, espécies oleaginosas, 
interessantes à terceira geração de biodiesel (ZHOU et al., 2013). 


Microalgas que floculam, espontaneamente, são denominadas auto-floculantes. A 
adição de C. vulgaris, S. obliguus, A. falcatus e E. texensis ao cultivo de espécies não- 
floculantes, otimiza colheita (ALAM et al., 2014, 2016; GUO etal., 2013; SALIM; VERMUÉ; 
WIJFFELS, 2012). A capacidade de adesão intercelular é influenciada por propriedades 
de microalga e fatores ambientais, principalmente, pH, nutrientes e oxigênio dissolvido 
(UDUMAN et al., 2010). O controle de pH, introduzindo-se bases, normalmente, NaOH e 
KOH, induz microalgas à auto-floculaçção, devido a alterações em atratividade gravitacional 
(PÉREZ et al., 2017; UMMALYMA et al., 2017). N-NO,, Mg? e Ca?* complementam a 
lista de moduladores de auto-floculação. Os íons metálicos são, inclusive, estratégias de 
floculação química. Auto-floculação por manejo nutricional está relacionada à alcalinização 
de meio, devido ao consumo de nitratos e fosfatos (WU et al., 2012). 


Lal e Das (2016) avaliaram os métodos de colheita de biomassa: auto-floculação, 
floculação por cloreto de ferro e sulfato de alumínio-potássio, biofloculação por quitosana 
e eletro-floculação por descarga elétrica otimizada por cloreto de sódio. Os autores 
comprovaram que a faixa de pH, 8,0 a 12,5, controlada por NaOH e HCI, proporciona 
condições ideais à auto-floculação de Chlorella sp. e Synechocystis sp. Em meios alcalinos, 
os íons metálicos, Ca?* e Mg?*, co-precipitados em Ca(OH), e Mg(OH),, adsorvem-se 
à célula de microalga; a floculação ocorre, espontaneamente, à medida que a força de 
repulsão que mantém partículas sob livre deslocamento pelo campo elétrico é neutralizada. 
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Sob completa agregação, o potencial zeta de meio de cultivo é nulo (UDUMAN et al., 
2010; VANDAMME; FOUBERT; MUYLAERT, 2013). O controle de pH é, portanto, excelente 
estratégia à floculação espontânea. 


PRÉ-TRATAMENTO 


A parede celular de microalga é composta por celulose, quitina, proteínas, sílica 
e carbonato de cálcio, substâncias estruturais que a enrijecem. O pré-tratamento seria, 
portanto, maneira de rompê-la, tornando-a, então, flexível à extração metodológica de lipídeos 
ou extravasamento automático de conteúdo citoplasmático. Moagem, homogeneização a 
alta pressão, cisalhamento sólido, propagação de ondas ultrassônicas, amplificação de luz 
por emissão estimulada de radiação ou laser, campo elétrico pulsativo e descarga de alta 
voltagem são métodos de pré-tratamento mecânicos, enquanto liofilização, ozonização, 
ciclo de congelamento-descongelamento, termólise por autoclavagem, irradiação de micro- 
ondas e liquefação, substâncias tensoativas, choque osmótico, e hidrólise enzimática, 
não-mecânicos. À seleção de método, orienta-se avaliar: espécie de microalga, custos de 
aquisição e manutenção, e longevidade de equipamento, eficiência técnica e probabilidade 
de prejuízos à qualidade energética de biodiesel (BROWN; DUAN; SAVAGE, 2010; 
CHATSUNGNOEN; CHISTI, 2016; ELLISON; OVERA; BOLDOR, 2019; HALIM et al., 2011; 
HEO et al., 2017; KUMAR etal., 2015; LEE et al., 2013; LEE; OH; LEE, 2015; MCMILLAN 
et al., 2013; MORADI-KHEIBARI; AHMADZADEH; HOSSEINI, 2017; PRABAKARAN; 
RAVINDRAN, 2011). 


Irradiação de Micro-ondas 


A tecnologia de micro-ondas, caracterizada pela irradiação eletromagnética 
de padrões oscilatórios, promove rompimento de parede celular por desnaturação de 
componentes estruturais e impactos incisivos. Operacionalidade, independência de alta 
tecnologia e satisfatória eficiência (Figura 18) são vantagens que a projetam ao pré- 
tratamento de biomassa, previamente, à extração de lipídeos. Considerável consumo de 
energia elétrica e possibilidade de danos à síntese de lipídeos, carboidratos e proteínas 
são, todavia, desestimulantes à aplicação em escala comercial (GERKEN; DONOHOE; 
KNOSHAUG, 2013; GUNERKEN et al., 2015; HEO et al., 2017; MUBARAK; SHAIJA; 
SUCHITHRA, 2015; SAFI et al., 2014; SEYFABADI; RAMEZANPOUR; AMINI KHOEYI, 
2011; URSU et al., 2014). 
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Figura 18. Eficiência de lise celular e consumo energético de métodos de pré-tratamento de biomassa 
de microalgas oleaginosas 


HEO et al., 2017. 


Micro-ondas e autoclavagem são métodos de termotratamento que exigem menos 
processos, em relação ao choque osmótico por sais inorgânicos; por isso, são práticos. O 
primeiro é, adicionalmente, mais vantajoso que o segundo, pois atinge temperatura ótima 
ao rompimento celular em curto intervalo de tempo (HEO et al., 2017). 


Lohman et al. (2013) reportaram que o pré-tratamento de C. vulgaris por micro- 
ondas proporciona melhores condições à extração de lipídeos de biomassa úmida, 
intensificando-a, significativamente, comparado à propagação ultrassônica e indução 
térmica. Os autores obtiveram máximo rendimento técnico, irradiando-se células a 2500 
MHz, 1000 W e 100 ºC. A pesquisa científica de produção integrada de lipídeos e glicose 
de C. vulgaris, conduzida por Heo et al. (2017), confirma que irradiação de micro-ondas 
a 2,5 GHz, 800 W, por 15 minutos, é, relativamente, efetiva à desestruturação de parede 
celular. A tecnologia é, operacionalmente, simples e atrativa, comparada à termólise por 
autoclavagem, ultrassom e choque osmótico, método que requer reagentes específicos 
e complexo condicionamento de material, completam os autores. Os parâmetros de pré- 
tratamento por micro-ondas, frequência, voltagem, temperatura e tempo, são função de 
espécie de microalga, basicamente. Irradiação de micro-ondas associada à extração por 
solventes orgânicos, ou líquidos iônicos, é promessa à produção comercial de biodiesel de 
terceira geração, (SHARMA et al., 2016; WAHIDIN; IDRIS; SHALEH, 2016). 


Ozonização 

O ozônio é, quimicamente, estável. A reatividade do gás desintegra materiais por 
oxidação. Por isso, seria útil ao pré-tratamento alternativo de biomassa de microalga. A 
pesquisa cientifica de avaliação comparativa de ozonização e ultrasonicação para melhoria 
de extração de lipídeos de C. vulgaris, conduzida por Huang et al. (2014), comprova que 
a aplicação contínua do alótropo triatômico de oxigênio, isolada e assistida por pressão, 
provoca microfissuras à parede celular, tornando-a, mecanicamente, vulnerável ao 
extravasamento de conteúdo citoplasmático. A eficiência de ozonização convencional 
e otimizada estaria, provavelmente, associada a danos químicos e múltiplos ciclos de 
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pressão-descompressão, respectivamente, justificam os autores, que, inclusive, enaltecem 
o método pela possibilidade de intensificação de recuperação dos ácidos graxos saturados, 
palmítico e esteárico, hidrocarbonetos que contribuem, positivamente, ao desempenho 
operacional de motor, principalmente, em relação à cetanagem, estabilidade oxidativa e 
entupimento de filtros e injetores sob clima temperado. 


Ultrasonicação 


Ultrasonicação é sinônimo de propagação de ondas sonoras pelo meio. O processo 
gera ciclos de alta pressão-temperatura que rompem, incisivamente, parede celular de 
microalga por cavitação, fenômeno decorrente de vaporização de líquido sob condição 
hipobárica. A tecnologia, além de reduzir o tempo de pré-tratamento convencional, 
absurdamente, melhora o rendimento técnico de extração solvente de lipídeos (CHOI et 
al., 2014; GOUVEIA; OLIVEIRA, 2009; MUBARAK; SHAIJA; SUCHITHRA, 2015; SUALI; 
SARBATLY, 2012; TRAN et al., 2012). 


Ao pré-tratamento de C. vulgaris, Al-Lwayzy, Yusaf e Al-Juboori (2014) propagaram 
ondas ultrassônicas a 55 kHz e 21,5 W, enquanto Heo etal. (2017) o experimentaram a 40 kHz 
e 700 W. As pesquisas comprovaram eficiência da tecnologia, desqualificando-a, todavia, 
em relação ao substancial consumo de energia elétrica, influenciado, principalmente, por 
potência, temperatura e tempo operacionais. Há, oportunamente, pesquisas científicas que 
propõem e discutem soluções à viabilidade econômica de ultrasonicação, restringindo-se 
frequência, tempo e potência a condições de trabalho, minimamente, eficazes à ruptura 
celular (ARCHANAA et al., 2019; HUANG etal., 2014; LEE etal., 2010). Álvarez et al. (2016) 
constataram possibilidade de melhorar eficiência técnica de ultrasonicação, integrando-a à 
irradiação de micro-ondas. Os autores evidenciam que o método assistido duplica eficiência 
de extração de lipídeos, devido à simultaneidade de impactos sonoros e eletromagnéticos. 


Embora, relativamente, vantajosos à produção de biodiesel de microalga de 
qualidade superior, reatores ultrassônicos convencionais, contínuos e estáticos, operam 
em frequência fixa e são propensos à incrustação e contaminação microbiana (GOLE; 
GOGATE, 2012; LEE et al., 2014; SOMNUK; PRASIT; PRATEEPCHAIKUL, 2017). 
Considerando-se os inconvenientes técnico-econômicos expostos, Ellison, Overa e Boldor 
(2019) propuseram delineamento composto central e análise de superfície de resposta à 
otimização de pré-tratamento de co-cultivo de C. vulgaris e Leptolyngbya sp., confinadas 
em fotobioreator tubular de aço inoxidável, com capacidade volumétrica de 230 L, por 
transdutores, dispositivos que transformam energia em ondas ultrassônicas de alto impacto. 
Segundo os autores, 20 kHz, 997 W e 32,5 minutos compuseram frequência, potência e 
tempo ótimos à extração solvente de lipídeos. 


Hidrólise Enzimática 

A hidrólise enzimática ascende à biorrefinaria como alternativa sustentável aos 
métodos de pré-tratamento convencionais, onerosos e, eventualmente, prejudiciais à 
qualidade de óleo. Biocompatível ao sistema solvente, clorofórmio-metanol, a tecnologia 
é, incrivelmente, eficaz à lise celular; todavia, depende de espécie de microalga, atividade 
enzimática, temperatura, pH, tempo de reação etc. (CHO et al., 2013). 


Pesquisa científica confirma que o co-cultivo de C. vulgaris e Flammeoyirga 
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yaeyamensis, espécie bacteriana secretora de amilases, celulases, glucosidades e 
xilanases, enzimas hidrolíticas capazes de fragilizar parede celular, otimiza eficiência 
de extração lipídica. Economia de custo de energia elétrica e independência de 
substâncias químicas promotoras de impactos socioambientais irredutíveis são benefícios 
proporcionados pela hidrólise enzimática, enquanto sensibilidade enzimática a condições 
ambientais, desvantagem (CHEN; BAI; CHANG, 2013). 


EXTRAÇÃO 


O rendimento de extração de lipídeos é fundamental à sustentabilidade de produção 
de biodiesel de microalga: sistemas solventes apolar-polar são, comprovadamente, 
capazes de garanti-lo em larga escala. Os principais métodos não-mecânicos são: Bligh e 
Dyer, Folch, Folch-Bligh e Dyer, solventes superiores e eutéticos, líquidos iônicos, fluidos 
supercríticos e destilação a vácuo (MUBARAK; SHAIJA; SUCHITHRA, 2015). 


Solventes Orgânicos 


A popularidade de solventes orgânicos é justificada pelo limitado custo de aquisição, 
operacionalidade e precisão. Comparados à prensagem, método mecânico, proporcionam 
excelente extração de lipídeos neutros, devido à natureza de polaridade. Especificidade 
e possibilidade de contaminação são, entretanto, problemáticos à sustentabilidade da 
tecnologia (LAM; LEE, 2012). 


Os solventes polares, n-hexano, benzeno, tolueno, éter e clorofórmio, e polares, 
metanol, acetona, acetato etílico, etanol e metanol, integrados, desvinculam lipídeos 
apolares e neutros conectados, hidrofobicamente; ruptura de interação é, fundamentalmente, 
influenciada por solubilidade lipídica (MUBARAK; SHAIJA; SUCHITHRA, 2015). 


A integração de métodos físicos fundamentados em temperatura e, ou, pressão e 
solventes orgânicos otimiza extração de lipídeos (KUMAR et al., 2015). Ellison, Overa e 
Boldor (2019) comprovaram o pressuposto, ao extraírem lipídeos de suspensão de células 
de C. vulgaris, expostas ao pré-tratamento por transdução ultrassônica e colhidas por 
centrifugação, pelo sistema clorofórmio-metanol e n-hexano. 


Fosfolipídios, ácidos graxos livres, esteróis, acilgliceróis e ésteres permitem 
transesterificação e esterificação, metanólica e etanólica. Todavia, somente, triacilgliceróis 
são úteis à produção comercial de biodiesel de terceira geração, pois proporcionam 
qualidade energética. Solventes orgânicos de amplo espectro extraem, simultaneamente, 
lipídeos polares, apolares e pigmentos, prejudicando, então, pureza de biocombustível. 
Por isso, a importância de seleção de solventes orgânicos à tecnologia de microalgas 
(ATADASHI; AROUA; AZlZ, 2010; MORADI-KHEIBARI; AHMADZADEH; HOSSEINI, 2017; 
SATHISH; SIMS, 2012). 


Bligh e Dyer 


O sistema, Bligh e Dyer, relaciona clorofórmio e metanol, proporcionando-os a 1: 2 
v v!. A composição é, absolutamente, eficaz à extração de lipídeos neutros e estruturais, 
desassociando-os de proteínas de membrana. A polaridade do componente alcoólico 
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possibilita satisfatória taxa de recuperação de ácidos graxos, comparado ao n-hexano, 
cuja principal vantagem relativa é o limitado potencial tóxico. Os ricos de contaminação 
ambiental por clorofórmio, biocomposto produzido por espécies vegetais aquáticas, são, 
inclusive, críticas sociais à produção de biodiesel de microalga (CHATSUNGNOEN; 
CHISTI, 2016; ELLISON; OVERA; BOLDOR, 2019)). 


À extração de lipídeos de Desmodesmus sp., Scenedesmus sp., Chlorella sp. e 
Chlorococcum sp., Kaur et al. (2012), autores da pesquisa cientifica de caracterização 
molecular e perfil de ácidos graxos de microalgas dulcícolas de habitats naturais indianos, 
adotaram Bligh e Dyer. Mohd-Sahib et al. (2017) o empregaram ao estudo de lipídeos 
para produção de biodiesel de C. vulgaris, cultivada, alternativamente, em fotobioreator 
de leito fluidizado revestido por material esponjoso de poliuretano. Informações auxiliares 
a respeito de metodologia de aplicação de Bligh e Dyer são compartilhadas por Álvarez et 
al. (2016), Cheirsilp, Thawechai e Prasertsan (2017) e Dianursanti, Sistiafi e Putri (2018). 


O sistema, Bligh e Dyer, é versátil e permite alterações oportunas. Kumar et al. 
(2015) e Wong et al. (2017) o modificaram, adicionando-se NaCl, ácido fosfórico, HCl 
e ácido acético. Os autores obtiveram incremento em taxa de recuperação de lipídeos 
neutros. 


Folch e Folch-Bligh e Dyer 


Aparentemente, similar ao Bligh e Dyer, Folch é caracterizado pela maior proporção 
de clorofórmio, em relação ao metanol: 2:1 v v?. Rapidez e facilidade de processamento 
simultâneo de múltiplas amostras são as principais vantagens associadas ao sistema, 
enquanto imprecisão e restrição à extração em larga escala, devido ao potencial de risco 
de contaminação ambiental, representam limitações (KUMAR et al., 2015). 


Cho et al. (2013) propuseram hexano e hexano-metanol, alternativamente, a Folch, 
e comprovaram que o sistema tradicional é, relativamente, eficiente à extração de lipídeos. 
Al-Lwayzy, Yusaf e Al-Juboori, (2014), Mathimani et al. (2017) e Sharma et al. (2016), que, 
particularmente, avaliaram propriedades energéticas de biodiesel, desempenho operacional 
de motor e características de emissão de poluentes de cultivo de microalga, empregaram- 
no à extração de lipídeos de C. vulgaris. Embora as referências bibliográficas relacionem 
Folch a Chlorella sp., o sistema é biocompatível a outras microalgas oleaginosas. 


O sistema híbrido de extração solvente, Folch-Bligh e Dyer, surgiu em resposta 
às limitações relativas a Bligh e Dyer e Folch, isoladamente. A tecnologia extrai todas as 
classes de lipídeos, precisamente, e oferece restrito potencial de contaminação ambiental, 
devido à possibilidade de substituição de clorofórmio por solventes orgânicos superiores 
e eutéticos. Custos adicionais relativos à aquisição de materiais são, todavia, limitantes 
à sustentabilidade. A mistura Folch-Bligh e Dyer, metil-tert-butil éter, metanol e água, 
proporciona significativa recuperação de lipídeos neutros (KUMAR et al., 2015). 


Solventes Superiores 


Conforme sugere a classificação, solventes superiores oferecem múltiplos benefícios 
técnico-econômico-sociais à extração de lipídeos: 2-etoxietanol, metanol, isopropanol, 
butanol, ésteres de ácido acético e n-hexano são notáveis exemplos de limitado potencial 
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tóxico, particularmente, são Ótimos extratores e substitutos imediatos ao clorofórmio, 
biocomposto carcinogênico que compromete a saúde humana por problemas orais agudos 
e irritação dermatológica (HUANG et al., 2014; JONES et al., 2012; MORADI-KHEIBARI; 
AHMADZADEH; HOSSEINI, 2017; SHENG; VANNELA; RITTMANN, 2011). 


O estudo científico de extração de lipídeos de C. vulgaris e análise de perfil de 
ácidos graxos por cromatografia gasosa, realizado por Moradi-Kheibari, Anmadzadeh e 
Hosseini (2017), enfatiza que, circunstancialmente, solventes superiores são ineficientes à 
extração de lipídeos, comparados a Bligh e Dyer e Folch (Figura 19). 


Hexano: etanol (1: 2). mIEmaaS 


Hexano: etanol (1: 1) TS 
Hexano: etanol (2: 1) SS 


Hexano: metanol (1: 2) TENEENEEEEEEEaNIaaNas 


Hexano: metanol (1: 1) TES 
Hexano: metanol (2: 1) EEEaaNaNaNa 


Eficiência (%) 
ondas asa 
Clorofórmio: metanol (1: 2) TEEN 
Clorofórmio: metanol (2: 1) EEN 
Clorofórmio: metanol (1: 1) EEEEEEENIuuNaS 


Éter de petróleo: metanol (1: 1) E 
Éter de petróleo: metanol (2: 1) ms 


Éter de petróleo: metanol (1: 2) 1 


Sistema solvente 


Figura 19. Eficiência de extração de lipídeos de solventes orgânicos 
MORADI-KHEIBARI; AHMADZADEH; HOSSEINI, 2017. 


Os índices de polaridade de n-hexano e clorofórmio, considerados elevados, são, 
respectivamente: 0,1 e 4,1. Por isso, sistemas que o contemplam são excelentes extratores 
de lipídeos neutros, irrelevantemente, reativos a solventes polares (MORADI-KHEIBARI; 
AHMADZADEH; HOSSEINI, 2017). Espécie de microalga, teor de água de biomassa, 
tempo, afinidade de solventes orgânicos, solubilidade e classe de lipídeo são fatores 
adicionais que influenciam rendimento técnico de extração (KUMAR et al., 2015). 


Solventes Eutéticos 


Conceituados pela implacável higroscopicidade, durante a síntese de biodiesel por 
transesterificação in situ de biomassa integral úmida, solventes eutéticos são, comumente, 
compostos por sais orgânicos e doadores de ligações de hidrogênio, destacando-se: 
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amônia quaternária, cloridrato de colina, aminas, álcoois, e os ácidos, carboxílico, acético 
e oxálico (DURAND; LECOMTE; VILLENEUVE, 2013; PAN et al., 2017). 


À transesterificação in situ, Pan et al. (2017) integrou cloridrato de colina aos ácidos, 
fórmico, acético, oxálico e propanoico, e obteve rendimentos de biodiesel, relativamente, 
parelhos: 8,89; 12,70; 10,35 e 10,53 %, respectivamente. Os autores atribuíram disparidade 
à afinidade de solventes e solubilidade de ésteres metílicos em ácido fórmico ou metanoico, 
oficialmente. 


Líquidos lônicos e Fluidos Supercríticos 


Os líquidos iônicos, cloridrato de 1 -butil-3-metilimidazólio, sulfato metílico de 1-etil-3- 
metilimidazólio, sulfonato trifluorometano de 1-butil-3-metilimidazólio, 1-etil-3-metil acetato 
de imidazólio, 1-etil-3-metil dietilfosfato de imidazólio, 1-etil-3-metil tetrafluoroborato de 
imidazólio e 1-etil-3-metil cloreto de imidazólio, e fluidos supercríticos, etanol, HO e CO,, 
produzidos sob temperaturas e pressões além da normalidade, são alternativas técnico- 
econômicas a solventes orgânicos, superiores e eutéticos. Limitado consumo energético, 
flexibilidade, estabilidade e inocuidade à sociedade e natureza são aspectos positivos que 
os promovem à extração de lipídeos em escala comercial (ARAUJO et al., 2011; KIM etal., 
2013; WAHIDIN; IDRIS; SHALEH, 2016). 


Os estudos científicos de extração de lipídeos de Paviova sp. e S. limacinum por 
fluidos supercríticos e solventes, orgânicos, superiores e eutéticos, conduzidos por Cheng 
et al. (2011) e Tang et al. (2011), comprovam: CO, e etanol proporcionam produtividades 
de 34,0 e 33,9 %, enquanto n-hexano, impressionantes 48,0 e 45,0 %, respectivamente 
(Tabela 22). 








Método Solvente Condições Microalga dio aa Referências 
o 
a 40 ºC, ; ; 
Fluido CO, e etanol 35 MPa S. limacinum 33,9 Tang et al. (2011) 
supercrítico Co, 30 min. Pavlova sp. 34,0 Cheng et al. (2011) 
Hexano S. limacinum 45,0 Tang et al. (2011) 
Diclorometano N. oculata 9,0 Liau et al. (2010) 
Hexano 40 ºC, N. oculata 5,79 Liau et al. (2010) 
Soxhlet Etanol 0,1 MPa, N. oculata 40,90 Cheng et al. (2011) 
Hexano 18h Pavlova sp. 45,2 Converti et al. (2009) 
Éter de petróleo N. oculata 8,2 Sheng, Vannela e 
Etanol Synechocystis sp. 48,0 Rittmann (2011) 
Hexano: etanol E Synechocystis sp. 54,0 
Ki 200 ºC, : 
Solvente Hexano: isopropanol 01 MPa Synechocystis sp. 36,0 Sheng, Vannela e 
orgânico Clorofórmio: metanol E É Synechocystis sp. 50,0 Rittmann (2011) 
evo : 2h : 
Clorofórmio: metanol: água Synechocystis sp. 42,0 
Hexano euro. N. oculata Bi Pieber, Schober e 
Fluído 10-12 20,0 : 
: Hexano: propanol N. oculata Mittelbach (2012) 
pressurizado Mpa; 36,0 
Etanol : N. oculata 
10 min 
montana Éter de petróleo Aa, N. oculata 3,3 Converti et al. (2009) 
eutético 1h 
Extração 90 ºC; Sathish e Sims 
imidá Hexano 0,1 MPa Chlorella sp. 59,3 (2012) 
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1-etil-3-metil dietilfosfato de imidazólio 25,0 


Líquido 1-etil-3-metil cloreto de imidazólio 120 ºC; a 23,5 : 
iônico 1-etil-3-metil acetato de imidazólio 2h ENUgERS 22,4 GHONREERIADI 
1-etil-3-metil tetrafluoroborato de imidazólio 22,0 
Co-solvente eu o C. vulgaris 27,5 Choi et al. (2014) 
clorofórmio 2h 





Tabela 22. Produtividade de métodos de extração de lipídeos de microalgas 


Os líquidos iônicos, 1-etil-3-metil dietilfosfato de imidazólio, 1-etil-metil cloreto 
de imidazólio, 1-etil-3-metil acetato de imidazólio e 1-etil-3-metil tetrafluoroborato de 
imidazólio, aplicados à extração de lipídeos de C. vulgaris, resultam produtividades de 
25,0; 23,5; 22,4 e 22,0 %, respectivamente (CHOI et al., 2014). Os principais fatores que 
afetam desempenho de líquidos iônicos e fluidos supercríticos são: pressão, temperatura e 
tempo de operação (MUBARAK; SHAIJA; SUCHITHRA, 2015; WANG; WELLER, 2006). Há 
possibilidades de otimizá-los, associando-os a clorofórmio, metanol e n-hexano; sistemas 
co-solvente são, simultaneamente, eficazes e restritivos à volatilização de substâncias 
nocivas (CHOI et al., 2014). 


Não-solventes e Processos Mecânicos 


Pressão osmótica, solução isotônica e eco-extração-fracionamento são os principais 
métodos químico-mecânicos de extração de lipídeos independentes de solventes. Restrito 
consumo de energia elétrica, satisfatória eficiência técnica, operacionalidade, atoxidade e 
recuperação de lipídeos neutros ricos em ácidos graxos saturados constituem vantagens 
imediatas proporcionadas pelas tecnologias (ADAM et al., 2012). 


Transesterificação Supercrítica In Situ 


A transesterificação supercrítica in situ, caracterizada pela simultaneidade dos 
eventos, extração e síntese de biodiesel de biomassa integral úmida, é alternativa à etapa 
de secagem, onerosa e prejudicial à qualidade de lipídeos neutros. Apesar de promissora, 
devido à substancial produtividade, ótimo aproveitamento de catalisador e limitada 
geração de resíduos, a tecnologia é propensa à reversão de ésteres metílicos a metanol 
e triacilglicerol, e necessita de confirmação de operacionalidade em escala comercial 
(LEVINE; PINNARAT; SAVAGE, 2010; PARK et al., 2017). 


À produção de biodiesel de Chlorella sp. e Nannochloris sp., Jazzar et al. (2015) 
reagiram triacilgliceróis e trifluoreto de boro-metanol supercrítico, à temperatura de 
265 ºC, por 50 minutos. Os autores constataram acréscimo em disponibilidade de w-3, 
valorizadíssimo pelas indústrias, alimentícia e farmacêutica, e decréscimo em percentual 
de ácidos graxos polinsaturados, prejudiciais à cetanagem e estabilidade oxidativa. 
Álvarez et al. (2016) e Park et al. (2017) reiteraram os benefícios do método à qualidade de 
biodiesel, criticando-o, entretanto, em relação ao considerável consumo de energia elétrica, 
devido à elevada temperatura requerida ao preparo e manutenção de líquido supercrítico e 
prolongado tempo de reação. Há, portanto, necessidade de ajustes técnicas. 
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TRANSESTERIFICAÇÃO 


REAÇÃO 

O biodiesel é, preferencialmente, sintetizado por transesterificação: 1 mol de 
triacilglicerol reage 3 três mols de álcool e produz 1 mol de glicerol e 3 mols de éster metílico; 
o processo, reversível, é catalisado por ácido, base ou enzima hidrolítica, homogênea ou 
heterogeneamente; espécie e concentração de catalisador são limitantes à produtividade e 
qualidade de biocombustível (Figura 20). 





o 
H,C -O—O—R 
o Catalisador CO H o 
H,C -O-C—R + 3 R'-O0H O cH,0H +. 3 R—C— OR 
| 
| o cH,0H 
H,C -O—C—R 
Triacilglicerol Álcool Glicerol Éster metílico 


Figura 20. Reação de transesterificação de biodiesel de microalga 


Fonte: Elaborado pelo autor. 


Industrialmente, reagem-se 1 mol de triacilglicerol e 6 mols de metanol, prevenindo- 
se improdutividade por reversão de éster metílico em álcool e triglicerídeo. Apesar de 
questões de segurança, metanol é preferível à produção comercial de biodiesel, em relação 
ao etanol, devido ao baixo custo de aquisição e reatividade (DIANURSANTI; SISTIAFI; 
PUTRI, 2018; ELLISON; OVERA; BOLDOR, 2019; GUMBI et al., 2017; PERALTA Y. Y.; 
KAFAROV V.; SANCHEZ E., 2010; YEN et al., 2013). 


ROTAS CATALÍTICAS 


Catálise Alcalina 


O biodiesel de microalga é, geralmente, produzido por transesterificação alcalina: 
NaOH ou KOH, bases populares, são indiferentes à corrosão de motor, problema associado 
a biocombustível catalisado por ácido. Elevado consumo energético, propensão à 
saponificação, frequente em presença de ácidos graxos livres, e insatisfatória transferência 
de calor por convecção, condução e, ou, radiação, internamente, ao reator, comprometem, 
entretanto, viabilidade técnico-econômica da rota. Considerando-se os inconvenientes, 
Patil et al. (2013) propuseram o processo de transesterificação assistida por irradiação 
de micro-ondas. A opção é confiável, produtiva, restritiva ao consumo de energia elétrica 
e tempo de reação (Tabela 23), eficaz à transferência de calor por polarização — dipolar e 
interfacial - e condução iônica, e garante melhores condições a reagentes e catalisadores 
(GUDE et al., 2013; KUMAR et al., 2015; SHARMA et al., 2016). 
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Método 





Variável operacional 








Reator de micro-ondas Reator convencional 
Tempo de reação (min) 15 180 
Produtividade de biodiesel (%) 84,01 83,23 
Consumo energético (KWh) 0,641 0,684 
Tempos de reação e separação Operacionalidade; 
Vantagens de produtos; Limitado emprego de recursos 
Eficiência energética energéticos 





Tabela 23. Análise comparativa de métodos de transesterificação 
SHARMA et al., 2016 


Sharma et al. (2016), responsáveis pela pesquisa científica de exploração de 
processos upstream e downstream para produção sustentável de biodiesel de C. vulgaris 
assistida por micro-ondas, obtiveram máxima produtividade, equivalente a 85,58 %, 
transesterificando-se 10 mols de triglicerídeos e 1 mol de metanol, catalisados por KOH 
a 1,5 %, à temperatura de 60 ºC, por 20 minutos. Os autores ressaltaram: os parâmetros, 
qualidade de matéria-prima, relação molar triacilglicerol: álcool, espécie e concentração de 
catalisador, temperatura e tempo de reação, determinam rendimento técnico; o excesso 
de KOH o limita, drasticamente, devido à formação de emulsão que altera viscosidade 
e consistência de solução. Orienta-se, portanto: adequar condições operacionais à 
produtividade e qualidade de produto pretendidas (Tabela 24). 





Temp. Tempo 





Espécie Alcool Catalisador Catálise (0) (min) Referência 
Scenedesmus sp.; 
Hindakia à 
felrachotomá: Metanol KOH Homogênea 60 180 Onay et al. (2014) 
Micractinium sp. 
: a Al-Lwayzy, Yusaf e 
C. vulgaris Etanol NaOH Homogênea 48 600 Al-Juboori (2014) 
C. vulgaris Metanol NaOH Homogênea 55 180 Reali o tia 
C. vulgaris Metanol NaOH Homogênea 60 - Peralta, Kafarov é 
' Sanchez (2010) 
NaOH E Dianursanti, Sistiafi 
N. oculata Metanol Zoolitá Heterogênea 60 180 e Putri (2018) 
C. vulgaris Metanol KOH Homogênea 60 20 o al 
C. vulgaris Metanol H,SO, Homogênea 100 10 Cho et al. (2013) 
C. vulgaris A Lohman et al. 
É reinhardiii Metanol HCl Homogênea 90 60 (2013) 
: á Scragg, Morrison e 
C. vulgaris Etanol HCl Homogênea 85 210 Shales (2003) 
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: A Archanaa et al. 

C. vulgaris Metanol H,SO, Homogênea 100 4 (2019) 

Desmodesmus sp.; 

Scenedesmus sp.; a 

Chlorella sp.; Metanol H.SO, Homogênea - 240 Kaur et al. (2012) 

Chlorococcum sp. 

Leptolyngbya sp. Metanol H.SO, Homogênea 60 180 Lam e Lee (2012) 
Moradi-Kheibari, 

C. vulgaris Metanol H,SO, Homogênea 60 240 Ahmadzadeh e 
Hosseini (2017) 

C. vulgaris Metanol H.SO, Homogênea 65 120 Mathimani et al. 


(2017) 





Tabela 24. Variáveis operacionais de síntese de biodiesel de microalgas por transesterificação 


À transesterificação de biodiesel de Nannochloropsis oculata, promovida à 
temperatura de 60 “C, por 3 horas, Dianursanti, Sistiafi e Putri (2018) adotaram catálise 
heterogênea, caracterizada pela ocorrência de NaOH-zeolita em fase distinta a reagentes. 
Os autores enfatizaram que o sistema, além de apresentar ótima relação custo/benefício, 
facilitou separação de produtos e catalisadores por centrifugação. Registrem-se, portanto, 
pesquisas focadas em otimização de catálise alcalina. 

Catálise Ácida 

A catálise ácida é, comumente, realizada por HCl e H,SO,. Embora controlem 
saponificação, problema recorrente em rotas catalíticas alcalinas, os catalisadores em 
questão, se explorados, equivocadamente, proporcionam considerável grau de acidez 
ao biodiesel, tornando-o propenso à corrosão e, consequentemente, comprometimento 
de vida útil de motor. O ácido hipocloroso, produto de hipoclorito de sódio e cloreto de 
sódio eletrolisado, eficaz à remoção de clorofilas, pigmentos fotossintetizantes que 
conferem indesejável coloração ao biodiesel, desqualificando-o, é alternativa à melhoria de 
transesterificação (PARK et al., 2014). 


Circunstancialmente, é possível integrar esterificação ácida à transesterificação 
alcalina assistida por micro-ondas. O sistema híbrido é interessante à síntese de biodiesel 
de matéria-prima de qualidade inferior, concentrada em ácidos graxos livres. A primeira 
etapa do processo, catalisada por H,SO,, eliminaria saponificação, enquanto a última, 
intermediada por KOH, converteria lipídeos neutros em éster metílico (SHARMA et al., 
2016). 
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QUALIDADE DE BIODIESEL 


PERFIL DE ÁCIDOS GRAXOS 


A qualidade energética de biodiesel é, essencialmente, influenciada pelo perfil de 
ácidos graxos, distintos pelo comprimento e grau de insaturação de cadeia carbônica, 
propriedades físicas fundamentais à cetanagem, saponificação, viscosidade cinemática, 
densidade, ponto de fulgor ou inflamação etc. Os hidrocarbonetos de cadeia curta, caprílico, 
cáprico e láurico, e longa, mirístico, tetradecanóico, pentadecanóico, pentadeílico, palmítico, 
palmitoléico, hexadecadienóico, hexadecatrienóico, margárico, esteárico, oleico, elaídico, 
linoleico, araquídico, gadoléico, eicosadienóico, di-nomo-gama-linoleico, araquidônico, 
ecosapentaenóico, behênio, docosa-hexaenóico e lignocérico, são, frequentemente, 
detectados em amostras de éster metílico extraídas de Chlorella sp., Micractinium sp., 
Scenedesmus sp., Nannochloropsis sp., Desmodesmus sp. Ankistrodesmus sp. e 
Neochloris sp (Tabela 25). O biodiesel de terceira geração concentra, principalmente, as 
cadeias carbônicas, C,, e C,, saturadas e insaturadas (ARCHANAA et al., 2019; DENG et 
al. 2018; DIANURSANTI; SISTIAFI; PUTRI, 2018; MORADI-KHEIBARI; AHMADZADEH; 
HOSSEINI, 2017; ONAY et al. 2014; PANDIT; FULEKAR; KARUNA, 2017; RAMESH 
KUMAR et al., 2018; SINGH et al., 2014). 





Cadeia Ácido graxos (%) C. vulgaris Nannochloropsis sp. S.maxima S.obliquus Ankistrodesmus sp. D.tertiolecta N. oleoabundans 





8:0 Caprílico - - - = - - 
10:0 Cáprico 0,09 - - - - - 
12:0 Láurico 0,73 - - - - - 
do 0,30 — 
14:0 Mirístico 0,80 — 7,16 0,34 1,48 0,30 0,47 0,43 
30,70 
14:1 Tetradecanóico 0,60 e E 
15:0 Pentadeílico - - - - 5,90 
as 2,04 — 
16:0 Palmítico 8701 23,35 — 42,46 40,16 21,78 1,10 17,70 19,35 
asda 0,40 — 
16:1 Palmitoléico 2431 0,04 — 26,87 9,19 5,95 23,50 0,88 1,85 
16:2 Hexadecadienóico 0,60 0,39 - 3,96 3,80 3,03 1,74 
Ega 1,27 - 
16:3 Hexadecatrienóico 11.80 0,48 0,42 0,68 14,60 1,24 0,96 
17:0 Margárico 1,40 — 4,20 - - - 6,50 - 
18:0 Esteárico 0,63 - 3,70 0,45-3,72 1,18 0,45 - - 0,98 
18:1 Oleico 5,90 — 36,8 13,20 — 30,75 5,43 17,93 0,90 4,87 20,29 
18:1 Elaídico (trans-9) - = - - - = 
; : 0,60 — 
18:2 Linoleico 1,21-8,11 17,89 21,74 27,90 12,37 12,99 
24,52 
. , 2,60 — 
18:3 y-linoleico 13,39 18,32 3,76 14,40 30,19 17,43 
45,80 
20:0 Araquídico 0,30 — 7,54 0,70 0,06 - 0,70 
20:1 Gadoléico 0,80 — 0,93 - - - 24,40 
20:2 Eicosadienóico 0,7 - 0,48 - - - 
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Di-homo-y- 





20:3 linolênico 0,83 — 1,50 

20:4 Araquidônico 0,23 —- 0,90 2,74 

20:5 Ecosapentaenóico 0,46 — 1,30 14,31 

21:0 - 1,00 

22:0 Behênico 0,25 — 1,30 - - - 0,20 

22:1 Erúcico 1,20- 3,52 

22:2 Erúcico 2,90 

22:6 Ra 13,80 

23:0 - 0,70 

24:0 Lignocérico 0,60 — 1,10 - - - 0,20 
Saturados 28,56 30,96 41,74 283,71 - 18,17 20,76 
Insaturados 51,91 59,20 51,97 54,66 - 63,14 64,60 





Tabela 25. Perfil de ácidos graxos de microalgas aplicadas à terceira geração de biodiesel 


CHEIRSILP; THAWECHAI; PRASERTSAN, 2017; GOUVEIA; OLIVEIRA, 2009; MOHD-SAHIB et aí., 
2017; PAN etal., 2017; PANDIT; FULEKAR; KARUNA, 2017; SHARMA et al., 2016 


Os ácidos graxos, palmítico, esteárico e láurico, além de contribuírem à cetanagem, 
poder calorífico, estabilidade oxidativa e fluidez de biodiesel e bioquerosene de 
microalga, possibilitam fabricação de ração animal e suplementos dietéticos; aplicações 
complementares incluem: produção de cosméticos e biofármacos de combate ao HIV 
tipo |. O ácido linoleico, fundamental à prevenção de patologias cardiovasculares e 
arteriosclerose, deprecia qualidade de biodiesel, principalmente, em relação ao ponto 
de fusão, viscosidade e lubricidade, enquanto docosa-hexaenóico, reconhecido pelo 
excepcional valor nutricional, oportuniza melhorias aos pontos de névoa e entupimento de 
filtro a frio, parâmetros importantíssimos ao desempenho operacional de motor sob clima 
temperado. O ácido margárico, principal componente de diesel mineral, particulariza-se 
pela independência à transesterificação (CALIXTO et al., 2016; HEO et al., 2017; KAUR et 
al. 2012; LIN; LIN, 2011). 


O perfil de C. vulgaris, particularmente, é repleto dos ácidos graxos: palmítico, 
esteárico, oleico e araquidônico. Os hidrocarbonetos saturados são, absolutamente, 
determinantes ao rendimento técnico de biodiesel, pois assumem cetanagem e poder de 
combustão superiores, comparados aos ácidos graxos, mirístico, palmitoléico, linoleico e 
a-linoleico (Tabela 26). Ótimos tempo de resposta à ignição e desempenho operacional são 
características de motor alimentado com biodiesel de Chlorella sp (AL-LWAYZY; YUSAF; 
AL-JUBOORI, 2014; CHOI; JANG; KAN, 2018; DENG et al., 2018; RAMESH KUMAR etal., 
2018; ZHU et al., 2017). 
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Propriedade 








Ácido graxo - — 
Cetanagem Densidade (g cm) Viscosidade (mm? s!) Combustão (MJ kg?) 

Mirístico 66,20 0,87 3,30 38,90 
Palmítico 74,50 0,86 4,38 39,45 
Palmitoléico 51,00 0,87 3,67 39,30 
Esteárico 86.90 0,87 5,85 40,10 
Linoleico 38,20 0,89 3,65 39,70 
a-linoleico 22,00 0,90 3,14 39,34 





Tabela 26. Propriedades energéticas de ácidos graxos 
AL-LWAYZY; YUSAF; AL-JUBOORI, 2014 


Ácidos graxos saturados possuem ponto de fusão superior, em relação a insaturados, 
que, apesar de predisporem biodiesel sob armazenamento, ou transporte a longa distância, 
à deterioração por foto-oxidação, temperatura, peróxidos e, ou, metais-traço, conversam 
melhores propriedades de fluxo a frio. Os índices de oxidação dos ácidos graxos, oleico, 
linoleico e linolênico, são, respectivamente: 1, 41 e 98. Biocombustíveis concentrados em 
ácido linolênico são inviáveis à comercialização em mercados internacionais, rigorosos, 
em relação à concentração de metil linolenato e posições, alilica e bis-alilica, equivalentes, 
indicadores de estabilidade oxidativa. Óleo de microalga rico em ácidos graxos insaturados, 
que cristalizam a baixíssimas temperaturas, é vantajoso à transesterificação de biodiesel 
utilizado em regiões temperadas, dispensando-o de aditivação. Os percentuais de saturação 
de ésteres metílicos de Chlorella sp., Chlorococcum macrostigmatum, Scenedesmus sp., 
D. elegans são, respectivamente: 54,90; 49,50; 46,30 a 56,40 e 46,40 %. A biorrefinaria 
preconiza matéria-prima com perfil de ácidos graxos equilibrado à qualidade plena de 
biodiesel (DIANURSANTI; SISTIAFI; PUTRI, 2018; HU et al., 2008; KAUR et al., 2012; 
MOHD-SAHIB et al., 2017). 


A espécie, C. vulgaris, apresenta maiores disponibilidades dos ácidos graxos, 
láurico, mirístico, palmítico, palmitoléico e araquídico, comparada às culturas oleaginosas, 
palma, soja e pinhão-mansão e canola, competitivas, em relação aos hidrocarbonetos, 
esteárico, oleico, elaídico, linoleico e y-linoleico (Tabela 27). 








Ácido graxo (%) a 
Soja! Pinhão? Canola? Palma? C. vulgaris* 

Cáprico - - - - 0,15 
Láurico - - - 0,2 4,33 
Mirístico - 0,1 - 0,7 3,15 
Pentadeílico - - - - - 
Palmítico 14,0 14,2 7,0 43,0 49,73 
Palmitoléico - 0,7 0,2 - 2,56 


Hexadecadienóico - - E = < 


Qualidade de Biodiesel 





Esteárico 4,1 7,0 7,0 4,1 1,74 


Oleico 23,3 44,7 61,0 42,4 25,8 
Elaídico (trans-9) - E E - E 
Linoleico 52,5 32,8 20,0 9,5 5,05 
y-linoleico 5,6 0,2 10,0 - 4,23 
Araquídico - 0,2 - - 0,75 
Gadoléico - - 1,0 - - 





Tabela 27. Perfis de ácidos graxos de culturas oleaginosas aplicadas à produção de biodiesel 


'CHOWDHURY et al. (2007); AKBAR et al., (2009); BOCIANOWSKI; MIKOLAJCZYK; BARTKOWIAK- 
BRODA (2012); “IDRIS et al. (2017). 


As culturas soja, pinhão-manso, coqueiro, canola e palma, são realidades à 
transesterificação de biodiesel de primeira e segunda gerações. Ritmo de crescimento, 
limitada produtividade e questionável qualidade de óleo, ocupação de áreas férteis e 
aptidão à indústria alimentícia são, todavia, características que as qualificam como 
figurantes à produção bioenergética, em relação a microalgas, autossuficientes à síntese 
de biocombustível de qualidade superior (MATHIMANI et al., 2017). 


PROPRIEDADES ENERGÉTICAS 


As propriedades de biodiesel de microalga (Tabela 28) são determinadas, 
experimentalmente, ou estimadas pelo perfil de ácidos graxos: cetanagem, valores de 
iodo e saponificação, cetanagem, grau de insaturação, pontos de névoa e entupimento de 
filtro a frio, e fator saturado de cadeia longa se correlacionam, significativamente, com os 
hidrocarbonetos, palmítico, esteárico, araquídico, behênio e lignocérico (KRISNANGKURA, 
1986; MORADI-KHEIBARI; AHMADZADEH; HOSSEINI, 2017; RAMOS et al., 2009; SARIN 











et al., 2009). 
Combustível Norma 
Propriedade ANP 
Diesel Biodiesel 2G Biodiesel 3G ASTMD 6751 EN 14214 IS 15607 AS 255 

sr s 0,861-0,960 0,860-0,900 0,86-0,900 0,86-0,900 

C (g em?) 
Viscosidade 19- 
cinemática a 40 : 4,0-5,7 30-5,6 1,9-6,0 2,5-6,0 2,5-6,0 
o R 5,0 

C (mm? s?) 

Fomierda upar 75 z 110-155 130 120 - 

(ºC) 
Valor ácido (mg . o 

KOH g') <0,5 0,352 - 0,51 <0,8 <0,5 <0,5 
Teor de enxofre 63,1 . 16-19 50 50 E 


(mg kg”) 
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Número de 
cetanos (min) 


Grau de 
instauração (%) 


Gravidade 
específica (g 
cm?) 

Valor de iodo (g 1, 
100 g óleo) 


Poder calorífico 
superior (MJ kg!) 


Ponto de névoa 
(ºC) 

Valor de 
saponificação 
(mg KOH g”) 
Ponto de 


entupimento de 
filtro a frio (ºC) 


Fator saturado de 
cadeia longa (%) 


Ponto de fluidez 
(ºC) 

Posição alilica 
equivalente 
Posição bis-alílica 
equivalente 


Estabilidade 
oxidativa a 140 
ºC (h) 


Glicerol total (%) 


Teor de cinzas 
(%) 

Metil linolenato 
(%) 

Corrosão de liga 
de cobre 


Água e sedimento 
(%) 


55-60 


-3,5 


0,005 


44-55 47,0 - 57,0 


0,6-1,6 0,69-— 1,35 


0,87 — 0,89 0,88 


- 112,8 —- 117,0 


38 - 41 38,0 — 42,7 


- 2,03-8,01 


- 198,9 — 199,0 


- -8,95 — 6,00 


- 2,39 — 7,00 


" -12,0-2,0 


- 107 


- 67 


- 3-5 


- 0,08 


- 0,019 


- 7,54 — 10,08 


- 0,03 


>47 


0,85 — 0,90 


>35 


<3 


<0,05 


251 >51 >51 >45 
0,86 — 0,90 = - - 
<120 - - - 
0,02 - - - 
<12 <12 - - 
<3 <3 - " 
<0,05 <0,05 E E 





Tabela 28. Propriedades energéticas de biodiesel de C. vulgaris 
ARCHANAA et al., 2019; DENG et al., 2018; HEO et al., 2017; MATHIMANI et al., 2017; PANDIT; 


FULEKAR; KARUNA, 2017; RAMESH KUMAR et aí., 2018; SHARMA et al., 2016 


O número de cetanos, parâmetro adimensional interpretado como tempo de reação 


de motor à ignição, é importantíssimo à qualidade de biodiesel, principalmente, em 
regiões de clima temperado. Biocombustíveis com cetanagem superior a 60, classificados 
como premium, emitem limitados volumes de NO,, CO, CO, e particulados sulforosos, e, 
consequentemente, aliviam aquecimento global ocasionado por exaustão de gases de 
efeito estufa. Há relação direta entre os ácidos, mirístico, palmítico, palmitoléico e esteárico, 
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e cetanagem (ARCHANAA et al., 2019; ARIAS-PENARANDA et al., 2013; MOHD-SAHIB et 
al., 2017; WANG; YANG; WANG, 2014). 


O grau de insaturação, correlacionada ao valor de iodo, percentual de metil 
linolenato e posições, alilica e bis-alilica, equivalentes, é, inversamente, proporcional à 
estabilidade oxidativa de biodiesel, qualificando-o, ou não, ao armazenamento e transporte 
prolongados. A viscosidade cinemática é determinante à atomização, processo relacionado 
à admissão e combustão. Líquidos densos e viscosos desaceleram vaporização e causam 
depósito de carbono em componentes de motor, comprometendo-o à transferência térmica. 
A gravidade específica é propriedade-chave ao desempenho operacional de motor, pois 
determina flutuabilidade de biocombustível e funcionalidade de injetores (ARCHANAA et 
al., 2019; DENG et al., 2018; FRANCISCO et al., 2010; HOEKMAN et al., 2012; HU et al., 
2015; MATHIMANI et al., 2017). 


O ponto de névoa é sinônimo de cristalização: valores mínimos são desejáveis 
ao biodiesel comercializado em regiões temperadas. O ponto de entupimento de filtro a 
frio, correlacionado, inversamente, à viscosidade cinemática e fluidez, interpretado como 
indicativo de desempenho operacional a baixas temperaturas, reflete, dentre outras 
possibilidades, necessidade de aditivação. Biodiesel de elevado ponto de entupimento de 
filtro a frio é, razoavelmente, problemático em países tropicais, devido à propensão natural 
à obstrução de injetores e condutores de motor a temperaturas moderadas, tornando-o 
ineficiente em transformação de energia química em mecânica. O perfil de ácidos graxos 
de Chlorella sp. confere pontos de névoa e entupimento de filtro a frio adequados às 
especificações internacionais (HEO et al., 2017; HOEKMAN et al., 2012; MANDOTRA et 
al., 2016; MATHIMANI et al., 2017). 


O valor ácido, associado à saponificação, refere-se à degradação de biodiesel e 
corrosão de componentes de motor, principalmente, suporte de válvulas, injetores e cárter, 
por ácidos graxos livres. Insustentável consumo de biocombustível e comprometimento 
de vida útil são, assertivamente, os principais prejuízos. Índice de corrosividade de cobre 
inferior a unidade significa segurança. A higroscopicidade de biodiesel intensifica reações 
oxidativas e influencia o ponto de fulgor, indicador de inflamabilidade; valores máximos são 
preconizados ao manuseio, armazenamento e transporte (HEO et al., 2017; HOEKMAN et 
al., 2012; MANDOTRA et al., 2016) 


Elevado consumo de combustível, consideráveis emissões de NO,, CO e CO,, 
e limitados torque e potência são características de motor propelido à diesel mineral. 
Pesquisas científicas comprovam que blends de diesel mineral e biodiesel de pinhão- 
manso, ou coco, solucionam os problemas (LIAQUAT et al., 2013; MATHIMANI et al., 2017; 
SAHOO et al., 2009). Todavia, há controversas. O blend de diesel mineral e biodiesel de 
soja, particularmente, emite níveis significativos de NO, e CO,, comparado ao recurso 
fóssil, isoladamente (CANAKCI, 2007). Embora restrinja potencial poluente e proporcione 
eficiência liquida ao biodiesel de canola (Tabela 29), emulsão de microalga intensifica 
consumo de combustível e limita temperatura de exaustão, condicionante à propagação de 
gás e dissipação de energia (SCRAGG; MORRISON; SHALES, 2003). 
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Combustível 








Parâmetro 

Diesel Biodiesel de canola Blend 
Consumo (L h'?) 0,78 1,01 1,06 
Poder calorífico (MJ kg) 43,30 37,60 38,00 
Consumo energético (MJ h) 0,03 0,04 0,03 
Temperatura exaustão (ºC) 262,00 269,00 222,00 
Oxigênio (%) 13,40 13,30 13,90 
Eficiência bruta (%) 71,80 71,00 74,00 
Eficiência líquida (%) 77,00 77,30 80,00 
Dióxido de carbono (%) 5,70 5,70 5,30 
Monóxido de carbono (ppm) 915,00 1506,00 1904,00 
Óxido nitroso (ppm) 316,00 332,00 239,00 





Tabela 29. Desempenho operacional de motor alimentado por diesel mineral, biodiesel de 
canola e blend 


SCRAGG; MORRISON; SHALES, 2003 


O biodiesel de microalga contempla todas as especificações das normas 
internacionais, ASTMD 6751, EN 14214 IS 15607, e nacional, ANP 255, qualificando-os, 
portanto, à comercialização em países norte-americanos e europeus, e Brasil (MATHIMANI 
et al., 2017; SHARMA et al., 2016). Oneroso custo unitário de produção de biomassa 
(Tabela 30) e balanço energético negativo desfavorecem, todavia, exploração em escala 
comercial (AMARO; GUEDES; MALCATA, 2011; ARCHANAA et al., 2019). 











Parâmetro Ea 

Indústria! C. vulgaris R. opacus 
Volume de produção (mº) 7000 7000 7000 
Área de cultivo (ha) 10 10 10 
Produtividade aérea de biomassa (g m? d'?) 20 0,34 202 
Intervalo operacional (d) 300 300 300 
Produção anual de biomassa (t) 600 101 6048 
Custo total de produção de biomassa (€) 6149682 6149682 6149682 
Custo por unidade de produção (€ kg?) 10 61 1 





Tabela 30. Análise de custo de produção de biodiesel de C. vulgaris 
ARCHANAA et al., 2019 
'Slade e Bauen (2013). 


À consolidação da tecnologia, necessita-se, portanto, otimizar processos 
downstream, principalmente, em relação à bioprospecção de espécies oleaginosas, projeto 
de sistema de cultivo, colheita e extração de lipídeos, e upstream, refinando-se químicos 
finos e bioprodutos de valor agregado. 
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CONSIDERAÇÕES 


A tecnologia de microalgas promete revolucionar o cenário bioenergético, 
globalmente. Entretanto, o cultivo em larga escala é, economicamente, problemático, devido, 
principalmente, à onerosidade de custos de colheita, extração de lipídeos e manutenção 
de sistema de fotobioreatores, ou lagoas superficiais amplas; sensibilidade à contaminação 
microbiana e substanciais demandas de água-doce e fertilizantes minerais sintéticos são 
desafios complementares à sustentabilidade de biorrefinaria. Bioprospecção de espécies 
rústicas, rentáveis e facultativas à produção extracelular de lipídeos, reconfiguração de 
design de fotobioreator, métodos de colheita e solventes compatíveis ao processamento 
de biomassa integral úmida, águas residuais, biofertilizantes e gás de combustão são 
alternativas emergentes à terceira geração de biodiesel. 


Os gêneros, Scenedesmus sp., Hindakia sp. e Micractinium sp., integrantes de 
comunidade planctônica de ecossistema geotérmico, são, naturalmente, capazes de 
sintetizar e estocar razoáveis quantidades de lipídeos neutros sob temperaturas extremas à 
multiplicação e residência de micróbios contaminantes. Especialistas os cogitam, inclusive, 
à produção de biodiesel em lagoas superficiais amplas, vulnerabilíssimas a variações 
ambientais. Os métodos, Nile red, BODIPY, cromatografia gasosa e espectrofotometria 
de massa, opcionais à triagem clássica por análise morfológica e sequenciamento 
molecular, falha e laboriosa, possibilitam identificação precisa de hiperacumuladores de 
triacilgliceróis, requeridíssimos à transesterificação de biodiesel de qualidade superior, com 
ótimos rendimento energético e estabilidade oxidativa. As tecnologias, fluorocromo, plasma 
e microencapsulamento de células em matrizes artificiais de hidrogel de alginato, eficazes 
ao controle de contaminação e reaproveitamento de material, imprimem ritmo, variabilidade 
genética, operacionalidade e credibilidade à bioprospecção, otimizando-a. 


Floculação química e biofloculação são métodos de colheita alternativos à filtração e 
centrifugação, exigente em consumo de energia elétrica e prejudicial à qualidade de óleo de 
microalga; enquanto solventes eutéticos, líquidos iônicos, fluidos supercríticos, destilação 
a vácuo e transesterificação in situ, adventos tecnológicos aos extratores orgânicos, Bligh 
e Dyer, Folch e Folch-Bligh e Dyer, eficazes à recuperação de lipídeos neutros, porém 
criticados pelo potencial de contaminação ambiental e riscos à qualidade de vida social. O 
co-cultivo de microalgas, auto-floculantes e não-floculantes, proporciona operacionalidade 
e satisfatória eficiência à colheita; o rendimento do processo é, significativamente, 
intensificado por fotobioreator de leito fluidizado, projetado, alternativamente, ao cultivo 
vertical e colheita por remoção mecânica de biofilme microalgal fixado em material esponjoso 
biodegradável e inócuo. Os sais orgânicos e doadores de ligações de hidrogênio, amônia 
quaternária, cloridrato de colina, aminas, álcoois, e os ácidos, carboxílico, acético e oxálico, 
são, absurdamente, higroscópicos e, portanto, úteis à redução de custo de secagem de 
biomassa, processo antieconômico. 


O balanço energético de produção de biodiesel de microalga é desfavorável. A 
integração de cultivo à indústria sucroenergética economizaria, portanto, combustão 
de petroquímicos, pois haveria possibilidade de redirecionamento de excedente de 
bioeletricidade à alimentação de sistema de cultivo; biofixação de dióxido de carbono emitido, 
localmente, e substituição de água-doce por vinhaça evitariam, complementarmente, 
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importação de fertilizantes minerais e CO, comercial, passivos onerosos e poluentes. O 
emprego de CO, comercial, considerando-se sequestro, liquefação, estocagem e transporte, 
representa, exatamente, 50,0 % do custo total de industrialização de biodiesel, tornando-o 
não competitivo, em relação ao diesel mineral. Sistemas de cultivo, tradicionais e integrados, 
planejados em nutrição celular, adotando-se efluente, resíduo sólido digerido, aeróbica ou 
anaerobicamente, gás de combustão e, ou, fonte de carbono orgânico alternativa, ao invés 
de água-doce, CO, comercial e, ou, glicose são progressos dignos de nota, pois, além de 
reduzirem demanda energética e custo unitário de produção de biomassa, contribuem à 
mitigação de aquecimento global e preservação de recursos naturais. 


Biomassa residual de baixo teor lipídico e glicerol são comprometedores à 
escalabilidade de biorrefinaria de microalga; manejá-los, significaria, portanto, evitar 
impactos ambientais por descarte indevido de resíduos à natureza, valorizando-os a 
aplicações comerciais. Há possibilidade de síntese de metano, digerindo-se glicerol, 
anaerobicamente, desde que sais inorgânicos e ácidos graxos de cadeia longa não sejam 
restritivos à conversão de substrato em gás. A sacarificação enzimática de biomassa 
residual produz matérias-primas uteis à industrialização de bioetanol, biohidrogênio e 
pellets, biocombustíveis sólidos de estimado poder calorífico. Análise de ciclo de vida 
comprova: gerenciamento de coprodutos é questão-chave à sustentabilidade de produção 
em larga escala de biodiesel; por isso, deve ser realizado, criteriosamente, prevenindo-se 
geração de custos adicionais e problemas socioambientais irreversíveis. 
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